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DESCRIPCION
Capas proteicas y su uso en microscopia electrénica

La presente invencion se refiere a capas proteicas que se repiten con regularidad en dos dimensiones. En un
aspecto, las capas proteicas se basan en ensamblajes de oligémeros simétricos capaces de autoensamblarse a
partir de los monémeros del ensamblaje de oligdmeros. Las capas pueden tener poros con dimensiones del orden
de nandmetros a cientos de nandmetros. Las capas proteicas son nanoestructuras que tienen muchos posibles
usos, por ejemplo como matriz para soporte de entidades moleculares para microscopia electrénica o cristalografia
de rayos X. En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de capas proteicas para realizar microscopia electrénica.

El documento WO-00/68248 divulga estructuras proteicas regulares basadas en ensamblajes de oligomeros
simétricos capaces de autoensamblarse. En concreto, el documento WO-00/68248 divulga estructuras formadas a
partir de protémeros proteicos (denominados “proteina de fusién” en el documento WO-00/68248), que comprende
al menos dos mondmeros (denominados “dominios de oligomerizacion” en el documento WO-00/68248), que son,
cada uno, monémeros de un correspondiente ensamblaje de oligdmero simétrico. El autoensamblaje de los
monomeros en el ensamblaje oligomérico produce el ensamblaje de las propias estructuras regulares. Se divulgan
varios tipos de estructuras, incluidas estructuras pequenas y estructuras que se extienden en una, dos y tres
dimensiones.

En el documento WO-00/68248, las orientaciones relativas de los mondémeros dentro de los protdmeros se
seleccionan de modo que proporcionen la estructura regular deseada tras el autoensamblaje. Los mondmeros se
condensan a través de un rigido grupo de enlace que se selecciona cuidadosamente de modo que proporcione la
orientacion relativa necesaria de los mondmeros en el protdmero. Por ejemplo, en la producciéon del laboratorio
publicada en el documento WO-00/68248, se realiz6 la seleccion del protdmero usando un programa informatico
para modelar los monémeros conectados por un grupo de enlace en forma de un segmento de alfa-hélice intermedio
continuo sobre un intervalo de longitudes que aumentan de forma creciente. Por tanto, por ejemplo, las matrices
sugeridas en el documento WO-00/68248 que tienen una estructura regular que se repite en tres dimensiones se
forman a partir de protémeros que comprenden dos monémeros de los respectivos ensamblajes oligoméricos
diméricos o triméricos que son simétricos alrededor de un Unico eje de rotacién. La orientacion relativa de los dos
monodmeros se selecciona de modo que proporciona un angulo especifico de interseccion entre el eje de simetria de
rotaciéon de los dos ensamblajes oligoméricos. Por tanto, hay una unica fusion entre los dos ensamblajes
oligoméricos y la orientacién relativa de los ensamblajes oligoméricos esta controlada mediante una cuidadosa
seleccion del grupo de enlace que proporciona la fusion. EI documento WO-00/68248 sélo publica la produccién de
laboratorio de estructuras proteicas de una pequefa jaula y un filamento que se extiende en una dimension.

Cabe esperar que la aplicacién de las ensefianzas del documento WO-00/68248 a las capas proteicas que se
repiten en dos dimensiones se encontrara con las dificultades siguientes. En primer lugar, cabe esperar que haya
una dificultad en el disefio debido al requisito de seleccionar la orientacién relativa de los monémeros dentro del
protomero adecuado para construir una capa. Esto probablemente reduciria el numero de tipos de ensamblaje
oligomérico disponible para formar una capa proteica y, por tanto, dificultaria la identificacion de proteinas
adecuadas. En segundo lugar, cabe esperar que durante el ensamblaje se encuentren dificultades practicas. Las
estructuras divulgadas en el documento WO-00/68248 dependen de la rigidez de la fusiéon entre monémeros en los
protdmeros que forma la fusidn sencilla entre ensamblajes oligoméricos. El documento WO-00/68248 ensefa que la
orientacion relativa de los mondmeros en los protdmeros controla la orientacion relativa de los ensamblajes
oligoméricos en la estructura resultante, por tanto cabe esperar que la flexién de la fusion lejos de la orientacion
relativa deseada reduzca la fiabilidad del autoensamblaje. Cabe esperar que dicho problema sea mas agudo a
medida que el tamafio de la unidad de repeticion aumenta, de modo que se proporciona una restriccion practica en
la produccién fiable de matrices con un tamafio de poro relativamente grande.

Seria deseable proporcionar capas proteicas que tengan un tipo diferente de estructura en la que estos problemas
previstos se podrian aliviar.

Se ha apreciado que un uso particularmente ventajoso de una capa proteica que se repite con regularidad en dos
dimensiones es realizar microscopia electronica de una entidad molecular. Por tanto, de acuerdo con la presente
invencién se proporciona un procedimiento de realizar microscopia electronica de una entidad molecular, que
comprende:

proporcionar una capa proteica que tiene una estructura que se repite con regularidad en dos dimensiones y
que soporta entidades moleculares cada una fijada en una posiciéon predeterminada en la estructura de
repeticion de la capa proteica; y realizar microscopia electrénica de la capa proteica como soporte de las
entidades moleculares para obtener una imagen

Por tanto, la capa proteica actia como soporte de entidades moleculares. Como las entidades moleculares, cada
una en una posicidon predeterminada en la estructura de repeticion de la capa proteica, las entidades moleculares
son soportadas en una matriz regular. Esto proporciona ventajas significativas en la microscopia electronica porque
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permite la obtencion de imagenes de un gran ndmero de las entidades moleculares individuales en posiciones
conocidas. Esto facilita varias formas de analisis de datos de la imagen derivada, de modo que se permite la
investigacion de la estructura de la entidad molecular.

El procedimiento se puede aplicar a cualquier capa proteica que se repite con regularidad en dos dimensiones, pero
tiene aplicacién concreta a una capa proteica que se repite regularmente en dos dimensiones, comprendiendo la
capa proteica protébmeros de proteinas cada uno de los cuales comprende al menos dos mondmeros condensados
genéticamente, siendo cada uno de los mondmeros mondmeros de un respectivo ensamblaje oligomérico, en los
que los protémeros comprenden: Un primer monémero que es un mondémero de un primer ensamblaje oligomérico
que pertenece a un grupo puntual diédrico del orden O, donde O es igual a 3, 4 0 6, y que tiene un grupo de ejes de
simetria rotacional O de orden 2 que se extiende en dos dimensiones; y un segundo mondémero condensado
genéticamente a dicho primer mondmero en el que el segundo monémero es un monémero de un segundo
ensamblaje oligomérico que tiene un eje de simetria rotacional de orden 2, los primeros mondémeros de los
protomeros estan ensamblados en dicho primer ensamblaje oligomérico y los segundos mondémeros de los
protomeros estan ensamblados en dichos segundos ensamblajes oligoméricos, estando dicho eje de simetria
rotacional de dichos segundos ensamblajes oligoméricos de orden 2 alineado con uno de dicho grupo de ejes de
simetria rotacional del orden 2 de uno de dichos primeros ensamblajes oligoméricos con dos protdmeros dispuestos
simétricos a su alrededor.

Como resultado del uso de un segundo ensamblaje oligomérico que tiene un eje de simetria rotacional del mismo
orden 2 como el grupo de O ejes de simetria rotacional de dicho primer ensamblaje oligomérico, los ensamblajes
oligoméricos se condensan con los ejes de simetria alineados y con 2 protdmeros dispuestos simétricamente
alrededor. Esto significa que hay una fusion por dos entre el primero y el segundo ensamblaje oligomérico.

Ademas, el patron de repeticion de la capa proteica deriva de la disposiciéon de los ejes de simetria rotacional del
primer ensamblaje oligomérico y no depende de la orientacion relativa de los mondémeros dentro del protomero.
Como el primer ensamblaje oligomérico es diédrico, el grupo de O ejes de simetria de orden 2 son coplanares. Por
tanto, los protdmeros se ensamblan en una capa que tiene la misma simetria que el grupo de O ejes de simetria.

Por tanto, dichas capas proteicas se pueden disefiar seleccionando ensamblajes de oligdbmeros con una simetria
adecuada para construir una capa que se repita en dos dimensiones. Los protdmeros se producen de modo que
comprendan mondémeros de los ensamblajes de oligdémeros seleccionados condensados entre si. Posteriormente, se
deja que los protdmeros se autoensamblen en condiciones adecuadas.

Para ayudar a la comprensién, se hace referencia a la Figura 1, que ilustra un ejemplo concreto de dicha capa
proteica 1. La Figura 1 s6lo muestra una parte de la capa proteica 1 que se repite de forma indefinida en dos
dimensiones. La capa proteica 1 se ensambld a partir de los protdmeros 2. La capa proteica 1 tiene un primer
ensamblaje oligomérico 3 que, en este ejemplo, pertenece a un grupo puntual diédrico de orden 4 vy, por tanto, tiene
un grupo de 4 ejes de simetria rotacional de orden 2 (ademas de un solo eje de simetria rotacional de orden 4).
Cada uno de los monémeros 5 del primer ensamblaje oligomérico3 esta condensado a un segundo mondémero 6 de
un segundo ensamblaje oligomérico 4 que, en este ejemplo, pertenece al grupo puntual diédrico de orden 2, de
modo que tiene un eje de simetria rotacional de orden 2. Como resultado, los segundos mondmeros 6 estan
ensamblados en los segundos ensamblajes oligoméricos 4 dispuestos con sus ejes de simetria rotacional de orden 2
alineados a lo largo de los ejes de simetria rotacional de orden 2 del primer ensamblaje oligomérico 3 y con una
fusién por 2 veces entre el primero y el segundo ensamblaje oligomérico 3 y 4. Por tanto, la simetria de la capa
proteica 1 es la misma que la simetria del grupo de cuatro ejes de simetria rotacional de orden 2, en este caso
simetria rotacional de orden 4.

De acuerdo con esto, dichas capas proteicas implican el uso de una clase diferente de ensamblajes oligoméricos de
la usada en el documento WO-00/682478. Esto proporciona el beneficio de que uno no esta restringido por la
necesidad de controlar la orientacion relativa de los mondémeros dentro del protdmero. Por tanto, el disefio de la
estructura proteica esta asistido en que la orientacion relativa de los monémeros dentro del protémero es una
restriccion menos critica. De forma similar, es posible un ensamblaje mas fiable de la capa proteica, como se
describe con mayor detalle a continuacion.

La presente invencion se describira a continuacién con mayor detalle a modo de ejemplo no limitativo en referencia a
las figuras adjuntas en las que:

La Figura 1 es un diagrama esquematico de una capa proteica

La Figura 2 es un diagrama esquematico de una capa proteica que incluye un ensamblaje oligomérico
heterélogo;

La Figura 3 es una microfotografia electronica de una capa proteica especifica que se ha preparado;

La Figura 4 es un diagrama esquematico de un microscopio electronico de transmision; y

La Figura 5 es un diagrama de flujo de un procedimiento de realizacion de microscopia electrénica.

Las capas proteicas se pueden disefiar seleccionando ensamblajes oligoméricos que, cuando se condensan entre si
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con ejes de simetria rotacionales de orden 2 alineados entre si, producen una unidad de repeticion que es capaz de
repetirse en dos dimensiones. Como la simetria de la unidad de repeticion y, por tanto, la capa proteica como un
todo, depende de la simetria de los ensamblajes oligoméricos, esto implica una seleccion de ensamblajes
oligoméricos que tienen una estructura cuaternaria que proporciona simetrias adecuadas. Estoe s una tarea sencilla,
ya que las simetrias de los ensamblajes oligoméricos estan, en general, disponibles en la literatura cientifica sobre
proteinas, de, por ejemplo, The Protein Data Bank; H. M. Berman, J. Westbrook, Z. Feng, G. Gilliland, T. N. Bhat, H.
Weissig, 1. N. Shindyalov & P. E. Bourne; Nucleic Acids Research, 28 pag. 235-242 (2000) que es el unico archivo
mundial de datos de estructura de macromoléculas bioldgicas, también disponible a través de sitios web como
http://www.rcsb.org.

En algunos casos, la unidad de repeticidon se repite en la misma orientacion a través de la capa. En otros casos, dos
o0 mas unidades de repeticion adyacentes juntas forman una célula unitaria que se repite en la misma orientacion a
través de la capa, pero con las unidades de repeticién dentro de una célula unitaria dispuesta en diferentes
orientaciones.

Ejemplos de ensamblajes oligoméricos que producen estructuras que se repiten con regularidad en dos dimensiones
se proporcionan a continuacion.

El primer ensamblaje oligomérico pertenece a un grupo puntual diédrico de orden O, en el que O es igual a 3, 4 0 6,
y, por tanto, tiene una estructura cuaternaria con ejes de simetria rotacional que se extienden en dos dimensiones,
incluyendo un grupo de O ejes de simetria rotacional de orden 2 que son coplanares, ademas un solo eje de simetria
rotacional de orden O que es perpendicular.

El segundo ensamblaje oligomérico tiene una estructura cuaternaria con un eje de simetria rotacional del mismo
orden 2 que el grupo de O ejes de simetria rotacional de dicho primer ensamblaje oligomérico. Por ejemplo, el
segundo ensamblaje oligomérico puede pertenecer a un grupo puntual diédrico de orden 2 0 a un grupo puntual
ciclico de orden 2. El segundo ensamblaje oligomérico no tiene un eje de simetria rotacional de orden O.

En el primer ensamblaje oligomérico ensamblado, inevitablemente y por definicion, hay grupos de primeros
mondémeros dispuestos simétricamente alrededor de cada uno del grupo de O ejes de simetria rotacionales de orden
2 del primer ensamblaje oligomérico. Esto se debe a que los resultados de simetria de los monémeros idénticos
dispuestos de este modo alrededor de los ejes de simetria rotacional.

Como resultado de los segundos mondmeros condensados con el primer ensamblaje oligomérico dispuesto
simétricamente alrededor de un grupo de O ejes de simetria rotacional de orden 2 del primer ensamblaje
oligomérico, se deduce que el segundo ensamblaje oligomérico se mantiene con el grupo de segundos monémeros
condensados también mantenidos simétricamente alrededor de uno del grupo de O ejes de simetria rotacional de
orden 2 del primer ensamblaje oligomérico.

Ademas, inevitablemente y por definicidon, los segundos mondémeros también se ensamblan en el segundo
ensamblaje oligomérico en una disposicion simétrica alrededor del eje de simetria rotacional de orden 2 del segundo
ensamblaje oligomérico. Por tanto, el resultado del segundo ensamblaje oligomérico que tiene un eje de simetria
rotacional del mismo orden 2 que el grupo de O ejes de simetria rotacional del primer ensamblaje oligomérico es que
el primero y el segundo ensamblaje oligomérico se ensamblan con sus ejes de simetria de orden 2 alineados uno
con otro. A partir de la simetria de ambos ensamblajes oligoméricos se deduce que esta es la disposicion mas
estable. Esto tiene como resultado una fusién por dos entre el primero y el segundo ensamblaje oligomérico. En
cada uno del primero y el segundo ensamblaje oligomérico hay 2 mondmeros dispuestos alrededor del eje de
simetria rotacional, estando cada uno de los monémeros condensados dentro de un protdmero correspondiente a un
monodmero del otro ensamblaje oligomérico.

Como se ha mencionado anteriormente, el grupo de ejes de simetria rotacional no incluye todos los ejes de simetria
rotacional del primer ensamblaje oligomérico. En su lugar, el grupo comprende los ejes de simetria rotacional del
primer ensamblaje oligomérico que son del mismo orden 2 que el eje de simetria rotacional del segundo ensamblaje
oligomérico.

La eleccion concreta de las simetrias del primero y segundo ensamblaje oligomérico tiene como resultado, al
ensamblar los protdmeros en la capa, la integracion de los ensamblajes oligoméricos en sus ejes de simetria
rotacional alineados. Por tanto, la disposicion relativa de los ensamblajes oligoméricos condensados y, por tanto, la
capa proteica como un todo, derivan de las disposiciones de los ejes de simetria rotacional del primer ensamblaje
oligomérico y del segundo ensamblaje oligomérico. En particular, la capa proteica tiene la misma simetria que el
grupo de O ejes de simetria rotacional de orden 2. La simetria de la capa proteica no depende de la orientacion
relativa de los monémeros dentro del protémero. En otras palabras, la capa proteica proporciona la ventaja de que
los dos patrones de repeticion dimensional de la capa proteica se pueden basar Unicamente en las disposiciones de
los ejes de simetria rotacionales de los ensamblajes oligoméricos. Esto proporciona ventajas en el disefio de una
capa proteica facilitando seleccionar los ensamblajes oligoméricos adecuados para uso en la capa proteica. Durante
el disefio, la orientacién relativa de los monémeros dentro de un protémero individual en su forma no ensamblada
pasa a ser una restriccion mucho menor de la que esta presente en, por ejemplo, el documento WO-00/68248.
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También hay ventajas durante el autoensamblaje de la capa. En particular, la formacién de una fusion por 2 entre
dos ensamblajes oligoméricos dados tiene como resultado que la unién entre los dos ensamblajes oligoméricos sea
relativamente rigida. Esto reduce el movimiento relativo de los ensamblajes oligoméricos durante el proceso de
ensamblaje y ayuda a la formacion fiable de la capa con los ensamblajes oligoméricos en las posiciones relativas
correctas.

A continuacion se describiran la forma y produccién de los protémeros. Aunque la capa proteica usa protdmeros que
son diferentes en cuanto a que comprenden diferentes mondmeros del documento WO-00/68248, la forma y
produccién de los protémeros per se, asi como el polinucleétido que codifica los protémeros, pueden ser las mismas
que las descritas en el documento WO-00/68248.

A continuacion se describiran la naturaleza de los propios monémeros.

Los monémeros son monémeros de ensamblajes oligoméricos que son capaces de autoensamblarse en condiciones
adecuadas para producir una capa proteica. La estructura secundaria y terciaria de los monémeros no tiene
importancia en si misma siempre que se ensamblen en una estructura secundaria con la simetria requerida. No
obstante, es ventajoso si la proteina se expresa y pliega con facilidad en un sistema de expresién heterélogo
(usando, por ejemplo, un vector de expresion plasmidica en E. coli).

Los mondmeros pueden ser proteinas naturales o pueden estar modificados con elementos peptidicos ausentes,
sustituidos o afiadidos a una proteina natural, siempre que las modificaciones no afecten sustancialmente al
ensamblaje de los monédmeros en su respectivo ensamblaje oligomérico. Se conocen dichas modificaciones, en si
mismas, para una serie de fines diferentes que se pueden aplicar a monémeros de la capa proteica. En otras
palabras, el monémero puede ser un homdlogo y/o fragmento y/o proteina de fusion de una proteina natural.

El monémero puede estar quimicamente modificado, por ejemplo modificado postraduccionalmente. Por ejemplo,
puede estar glicosilado o comprender residuos de aminoacidos modificados.

Aunque los mondémeros pueden condensarse directamente entre si, preferentemente los mondmeros se condensan
mediante un grupo de enlace de elementos peptidicos o no peptidicos. En general, la uniéon de dos proteinas
mediante un grupo de enlace se conoce para otros fines y dichos grupos de enlace se pueden aplicar a la capa
proteica.

Otro factor en la seleccion de ensamblajes oligoméricos adecuados es la localizacion y orientacion de (a) los
extremos de los primeros monémeros cuando estan dispuestos en el primer ensamblaje oligomérico en su forma
natural (es decir, no condensado a un segundo ensamblaje oligomérico) y (b) los extremos de los segundos
monoémeros cuando estan dispuestos en el segundo ensamblaje oligomérico en su forma natural (es decir, no
condensado a un primer ensamblaje oligomérico). Dicha informacion sobre la disposicion de los extremos en el
ensamblaje oligomérico en su forma natural esta, en general, disponible para ensamblajes oligoméricos, por ejemplo
del Protein Data Bank al que se ha hecho referencia anteriormente. ldealmente, estos extremos tendran la misma
separacion y orientacion, porque se condensaran entre si en la capa proteica ensamblada para constituir la fusion
por 2 dispuesta simétricamente alrededor de un eje de simetria rotacional. Es decir, no es esencial que la separacion
y orientacion sean las mismas, ya que cualquier diferencia se puede acomodar mediante la deformacion de los
monomeros cerca de la fusion por 2 y/o mediante el uso de un grupo de enlace. Por tanto, como punto general,
deberan escogerse ensamblajes oligoméricos en los que los extremos de ambos ensamblajes oligoméricos que se
han de condensar entre si en una fusiéon por 2 permitan la formacién de la fusién sin evitar el ensamblaje de los
ensamblajes oligoméricos y, por tanto, la capa proteica.

Considerando la deformacién de los monémeros cerca de la fusidon por 2 mencionada anteriormente, es deseable
minimizar dicha deformacién que tendera a reducir la fiabilidad del proceso de ensamblaje. No obstante, si un grupo
de enlace se condensa entre mondmeros, el propio grupo de enlace puede capturar dicha deformacion, al menos
parcialmente. Esto reduce la deformacion de los mondmeros, de modo que se incrementa la fiabilidad del
autoensamblaje porque el grupo de enlace no forma parte del proceso de ensamblaje en lo que respecta a que no
forma parte de la proteina natural. Existe una ventaja concreta del uso de un grupo de enlace.

Ademas, el grupo de enlace puede disefiarse especificamente de modo que esté orientado respecto al primero y al
segundo mondmeros en el protdmero en su forma normal, antes del ensamblaje, para reducir dichas diferencias en
la posicion y/u orientacién de los extremos del primero y al segundo mondmeros. Usando la posicidn y la orientacion
de los extremos del primero y al segundo monémeros en el primero y el segundo ensamblaje oligomérico en su
forma natural que generalmente esta disponible para los ensamblajes oligoméricos, como se ha tratado
anteriormente, es posible disefiar un grupo de enlace adecuado usando técnicas de modelacién convencionales.

Normalmente, los monémeros estan condensados por sus extremos. Como alternativa, los monémeros pueden estar
condensados en una localizacién alternativa en la cadena polipeptidica, siempre que el plegamiento nativo y la
simetria del ensamblaje oligomérico natural sigan siendo iguales. Por ejemplo, uno de los monémeros se puede
insertar en una porcién estructuralmente tolerante del otro mondmero, por ejemplo en un bucle que se extiende
hacia fuera del ensamblaje oligomérico. Asimismo, es factible un truncamiento de un mondémero y puede estimarse
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mediante examen estructural.

Algunos ejemplos de simetrias para que los ensamblajes oligoméricos produzcan una capa proteica que se repite en
dos dimensiones son los siguientes:

En estos ejemplos, el primer ensamblaje oligomérico pertenece a un grupo puntual diédrico de orden O, en el que O
es igual a 3, 4 o0 6. Por tanto, el primer ensamblaje oligomérico tiene un eje de simetria rotacional principal de orden
Oy, también, O ejes de simetria rotacional de orden 2 que se extienden perpendiculares al eje de simetria rotacional
principal. Con el fin de desarrollar una capa que se extienda en dos dimensiones, el segundo ensamblaje
oligomérico se escoge de modo que tenga un eje de simetria rotacional de orden 2 para alinearse con los O ejes de
simetria rotacional de orden 2 del primer ensamblaje oligomérico con una fusién por 2 entre el primero y el segundo
ensamblaje oligomérico. Por tanto, en este caso, los O ejes de simetria rotacional de orden 2 constituyen el grupo
de ejes de simetria rotacional del primer ensamblaje oligomérico, es decir N es igual a O.

En algunas clases de capa proteica, los protomeros son homélogos con respecto a los mondmeros, es decir hay un
solo tipo de protdmero dentro de la capa proteica. En este caso, el segundo ensamblaje oligomérico puede
pertenecer a un grupo puntual diédrico de orden 2.

Por ejemplo, la Tabla 1 representa algunos protdmeros homologos simples capaces de formar una capa proteica.

Tabla 1- Protémeros homaélogos

Protémero | M N Simetria de la capa
d3d2 6 2 P622
d4d2 8 2 P422
ded2 12 2 P622

En la Tabla 1, cada protémero se identifica con letras que representan los ensamblajes oligoméricos a los que
pertenecen los respectivos monémeros del protdmero. En concreto, la letra d representa un grupo puntual diédrico y
el numero siguiente identifica el orden del grupo puntual diédrico. En las siguientes dos columnas de la Tabla 1, se
proporciona el numero M de los primeros monémeros en el primer ensamblaje oligomérico y el orden N del grupo de
ejes de simetria rotacional del primer ensamblaje oligomérico, que en este caso es 2. La columna final da la simetria
de la capa proteica resultante. En cada uno de estos casos, el segundo ensamblaje oligomérico pertenece a un
grupo puntual diédrico de orden 2.

Por tanto, es facil visualizar las capas proteicas. En concreto, el primer ensamblaje oligomérico se puede visualizar
como un nédulo a partir del cual el grupo de O ejes de simetria rotacional de orden 2 se extienden hacia fuera en un
plano comun, perpendicular al principal ejes de simetria rotacional de orden O. Los segundos ensamblajes
oligoméricos se pueden visualizar como enlaces lineales que se extienden desde el nddulo alineado con los
respectivos del grupo de O ejes de simetria rotacional de orden 2 de los primeros ensamblajes oligoméricos. De
este modo, es facil visualizar la formacion de la capa con poros en los espacios entre los ensamblajes oligoméricos.
Por tanto, se vera que la simetria de la capa deriva de la disposicion simétrica del grupo de O ejes de simetria
rotacional de orden 2 de los primeros ensamblajes oligoméricos.

En un tipo de capa proteica en la que los protdmeros son homdélogos con respecto a los monémeros, el segundo
ensamblaje oligomérico es un ensamblaje oligomérico homdlogo. En este caso, la capa proteica consta unicamente
de los protémeros.

En otro tipo de tal capa proteica en la que los protémeros son homélogos con respecto a los monémeros, el segundo
ensamblaje oligomérico es un ensamblaje oligomérico heterélogo. En este caso, la capa proteica consiste en los
protomeros y, ademas, los terceros mondémeros se ensamblaron con dichos segundos mondémeros en dicho
segundo ensamblaje oligomérico.

Por tanto, el propio protdmero no se puede ensamblar en la totalidad la capa proteica. Los segundos mondémeros del
ensamblaje oligomérico heterdlogo no puede autoensamblarse en todo el ensamblaje oligomérico heterdlogo en
ausencia de los terceros monémeros de dicho ensamblaje oligomérico heterdlogo. Esto proporciona ventajas
durante la fabricacion de las capas proteicas porque los primeros ensamblajes oligoméricos se pueden ensamblar
sin el ensamblaje de una capa proteica entera que, de otro modo, podria alterar la produccion del protdmero. Esto
permite la produccion en un proceso de dos etapas.

Un ensamblaje oligomérico heterélogo concreto que se puede usar como ventaja como el segundo ensamblaje
oligomérico es uno que comprende monomeros que tienen un sitio de uniéon capaz de unir la biotina o un péptido, y
aptameros que son capaces de unirse a dicho sitio de unién, preferentemente de forma no covalente. Los aptameros
se usan como segundo mondmero del protobmero. Los mondmeros que tienen un sitio de unién capaz de unirse a
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biotina son un tercer monémero de la capa proteica que no esta genéticamente condensado dentro de un protémero.
Al ensamblar el segundo ensamblaje oligomérico, los terceros monémeros se ensamblan entre si y los aptameros se
ensamblan en el segundo ensamblaje oligomérico uniéndose cada uno a un correspondiente tercer monémero.

Esto se muestra esquematicamente en la Figura 2, que muestra un ejemplo de una parte de la matriz proteica 1 que
incluye un unico segundo ensamblaje oligomérico 4 de este tipo, repitiéndose, de otro modo, la matriz proteica del
mismo modo que en el ejemplo que se muestra en la Figura 1. En este ejemplo, el primer ensamblaje oligomérico
pertenece a un grupo puntual diédrico de orden 4 y., por tanto, tiene un grupo de cuatro ejes de simetria rotacional
de orden 2. Cada uno de los monémeros 5 del primer ensamblaje oligomérico 3 esta condensado a un segundo
monoémero 6 que es un aptamero. La matriz proteica 1 comprende ademas terceros mondémeros 7 que estan
ensamblados entre si como parte del segundo ensamblaje oligomérico 4. Los segundos mondmeros 6 se ensamblan
en el segundo ensamblaje oligomérico 4 uniéndose cada uno a un respectivo tercer monémero 7. Por tanto, en el
segundo ensamblaje oligomérico 4, los segundos mondmeros 6 se sujetan con la misma simetria que los terceros
monomeros 7, pero los segundos mondémeros 6 no estan ensamblados entre si.

Esto proporciona ventajas como ayuda para la formacién de la matriz proteica. La matriz proteica 1 sigue teniendo
una fusion por 2 entre un primer ensamblaje oligomérico 3 y un segundo ensamblaje oligomérico 4, debido a que
ambos ensamblajes oligoméricos 3 y 4 tienen un eje de simetria de orden 2, como se ha tratado anteriormente. No
obstante, esto se consigue sin que los propios segundos mondémeros 6 se tengan que ensamblar entre si. Esto
ayuda al ensamblaje del primer ensamblaje oligomérico 4, en contraste con la matriz proteica 1 mostrada en la
Figura 1 en la que tanto el primero como el segundo ensamblaje oligomérico 3 y 4 tienen que ensamblarse de forma
simultanea. En su lugar, los terceros monémeros 7 se ensamblan y los segundos monémeros, 6, cada uno de forma
individual, se ensamblan con un respectivo tercer monémero 7.

Normalmente, los terceros mondémeros comprenden un sitio de union. Dicho sitio de unién puede ser capaz de
unirse a restos peptidicos o no peptidicos. En una realizacion preferida, el sitio de union es capaz de unirse a
biotina. En este caso, el tercer mondmero puede ser de cualquier tipo que tenga dicho sitio de unién, por ejemplo
estreptavidina, avidina o neutravidina.

Los términos “estreptavidina”, “avidina” o “neutravidina”, como se usan en el presente documento, abarcan variantes
de estas moléculas, a menos que el contexto requiera lo contrario. Dichas variantes son, normalmente, homaélogos
de las secuencias originales, es decir normalmente son homélogos de las secuencias mostradas e la SEC ID N° 4 o
la SEC ID N° 5. Las variantes pueden ser fragmentos de las secuencias originales o de homologos de las
secuencias originales. Las proteinas variantes pueden comprender secuencias adicionales (normalmente no
estreptavidina, no avidina o no neutravidina) y, por tanto, ser proteinas de fusién que comprenden dichas secuencias
originales, homadlogos o fragmentos.

Preferentemente, las secuencias variantes conservan las propiedades estructurales de las secuencias originales, tal
como cualquier propiedad estructural mencionada en el presente documento. Ademas, las secuencias variantes
generalmente conservan la capacidad para unirse a biotina y/o un péptido (tal como el péptido de la SEC ID N° 3).
En una realizacién, la secuencia variante puede ser reconocida por un anticuerpo que es capaz de reconocer la
secuencia original. Por supuesto, las secuencias variantes conservaran la propiedad de formar una capa proteica
como se ha descrito en el presente documento.

Los segundos monémeros que son aptdmeros capaces de unirse al sitio de unidon pueden ser cualquiera de una
serie de marcadores peptidicos, incluidos, sin limitaciones, streptag |, streptag 11 o nanotag. Aptameros preferidos
son péptidos que tienen una longitud de 7 a 20 aminoacidos, por ejemplo de 9 a 15 aminoacidos de longitud. El
aptamero puede tener homologia con la SEC ID N° 3, que tiene, por ejemplo, al menos 6, 7 u 8 aminoacidos en
comun (es decir igual que) con la SEC ID N° 3.

En general, el primer ensamblaje oligomérico 1 puede ser de cualquier tipo que tenga la simetria requerida. Un
ejemplo posible es ADAL (acido delta-aminolevulinico deshidrogenasa) de E. coli. Mas adelante se exponen otros
criterios para la seleccién del primer ensamblaje oligomérico.

El aptamero se puede condensar a un extremo del primer monémero. Cuando se usa el extremo, el primer
ensamblaje oligomérico deberia poseer, preferentemente, un extremo cercano a un eje de simetria de orden 2
(normalmente dentro de los 15 A).

Como alternativa, el aptamero puede, en general, esta condensado en una posicion distinta al extremo siempre que
la estructura cuaternaria de las propiedades del primer ensamblaje oligomérico permanezca sustancialmente sin
afectar y siempre que el aptamero sea uno que no requiera condensarse a un extremo. Por ejemplo, Streptag |
requiere un extreme sin C con el fin de unirse a estreptavidina. De nuevo, es preferible que el aptdmero se condense
en una posicion dentro de la secuencia peptidica del primer monémero que tiene como resultado el aptamero
localizado en el ensamblaje oligomérico ensamblado en una posicion cercana a un eje de simetria de orden 2
(normalmente dentro de los 15 A).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2371793 T3

Opcionalmente puede haber un grupo de enlace en el protdmero entre el primer monémero y el segundo monémero
que es un aptamero. Normalmente, el grupo de enlace podria tener una longitud dentro del intervalo de 1 a 10
aminoacidos. El grupo de enlace podria proporcionar, de forma ventajosa, flexibilidad que ayuda en el ensamblaje
de la matriz. Por ejemplo, en el caso en el que el primer monémero es ALAD de E. coli y el segundo mondémero es
streptag |, se prefiere proporcionar un grupo de enlace de uno o dos aminoacidos de longitud.

Opcionalmente, las fusiones proteicas adicionales pueden condensarse genéticamente con cualquier extremo libre
del primer mondmero o tercer monémero. Esto podria realizarse para permitir la funcionalizaciéon de la matriz.
Ejemplos no limitativos especificos de proteinas adicionales adecuadas son marcadores de hexa-histidina, péptidos
de afinidad especificos, repeticiones de anquirina y calmodulina, cada uno de los cuales se ha demostrado en la
literatura que es capaz de sufrir fusion genética con el extremo N de ALAD de E. coli-streptag | sin afectar a la
capacidad de ese ensamblaje para autoensamblarse en matrices.

En otras clases de capa proteica, los protdmeros son heterélogos con respecto a los monémeros, es decir hay dos o
mas tipos de protdmero dentro de la capa proteica.

Para conseguir el ensamblaje de dos tipos de protdmero, los dos tipos de protdmero incluyen diferentes mondémeros
del mismo ensamblaje oligomérico heterélogo que puede pertenecer a un grupo puntual ciclico de orden 2. Por
tanto, el primer tipo de protdmero comprende un primer monémero que es un monémero de dicho primer ensamblaje
oligomérico que pertenece a un grupo puntual diédrico de orden O, en el que O es igual a 3, 4 o 6, condensado
genéticamente con un segundo monémero que es un mondmero del segundo ensamblaje oligomérico, que es el
ensamblaje oligomérico heterdlogo que pertenece a un grupo de punto ciclico de orden 2. Ademas, el segundo tipo
de protémero comprende un tercer monémero que es un monoémero de dicho segundo ensamblaje oligomérico. En
el segundo tipo de protémero, el tercer mondémero esta genéticamente condensado con un cuarto monémero que es
un monoémero de un tercer ensamblaje oligomérico, perteneciendo el tercer ensamblaje oligomérico a un grupo
puntual diédrico de orden 1 0 O.

Por tanto, cuando los protébmeros de los diferentes tipos se dejan ensamblar, los ensamblajes oligoméricos
heterélogos se ensamblan, de modo que unen los protémeros de los dos tipos. No obstante, un solo tipo de
protémero no puede por si mismo ensamblarse en la totalidad la capa proteica. Los monémeros individuales del
ensamblaje oligomérico heterdlogo no pueden autoensamblarse en todo el ensamblaje oligomérico heterdlogo en
ausencia de los otros monémeros diferentes de dicho ensamblaje oligomérico heterélogo. Esto proporciona ventajas
durante la fabricacién de las capas proteicas, ya que cada tipo de protémero puede producirse por separado y
ensamblarse en un respectivo componente pequefio de la célula unitaria del patréon de repeticion, como resultado de
los monoémeros del autoensamblaje del primer ensamblaje oligomérico homdlogo, pero sin ensamblaje de una capa
proteica completa. Esto es una ventaja de los protdmeros heterélogos, porque el ensamblaje de la capa se puede
evitar hasta que los componentes se juntan. Por otro lado, el ensamblaje de la capa podria dificultar la produccién de
los propios protémeros. Esto permite la produccion en un proceso de dos etapas.

En los tipos mas sencillos de capa proteica, el primer ensamblaje oligomérico de ambos tipos de protémero es un
monodmero de un ensamblaje oligomérico homodlogo perteneciente a un grupo puntual diédrico. Por tanto, los tipos
individuales de protémero pueden. Por ejemplo, la Tabla 2 representa algunos protémeros heterélogos simples
capaces de formar una capa proteica.

Tabla 2- Protdmeros heterélogos

Protémero Componentes | 1er protdmero | 2° protdmero | Simetria de la capa
M N M N
d3c2A + d3c2A* D3/D3 6 2 6 2 P622
d4c2A + d4c2A* D4/D4 8 2 8 2 P422
d6c2A + d6c2A* D6/D6 12 2 12 2 P622
d3c2A + d2c2A* D3/D2 2 4 2 P622
d4c2A + d2c2A* D4/D2 2 4 2 P422
d6c2A + d2c2A* D6/D2 12 2 4 2 P622

En la Tabla 2, la primera columna identifica los dos tipos de protémero. Cada protdémero se identifica con letras que
representan los ensamblajes oligoméricos a los que pertenecen los respectivos monémeros del protdmero. En
concreto, la letra d representa un grupo puntual diédrico y la letra c representa un monémero de un ensamblaje
oligomérico heterdlogo que pertenece a un grupo puntual ciclico. El subindice representa, de nuevo, el orden del
grupo puntual. Las letras A y A* en subindice se usan para identificar los dos mondmeros diferentes del mismo
ensamblaje heterdlogo.
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En la Tabla 2, la segunda columna identifica los grupos de punto a los que pertenecen los componentes resultantes
del ensamblaje de cada tipo de protdmero. Una notacién similar se usa como para los monémeros del protémero,
excepto que las letras en mayuscula se usan para indicar al grupo puntual del componente al que se hace
referencia. Por tanto, la letra mayudscula D indica que el componente pertenece a un grupo puntual diédrico y el
numero proporciona el orden del grupo puntual.

En las siguientes cuatro columnas de la Tabla 2, se proporciona el niumero M de los primeros mondmeros en el
primer ensamblaje oligomérico y cuatro oligébmeros en el tercer ensamblaje oligomérico, asi como el orden N (= 2)
del grupo de O ejes de simetria rotacional del primer ensamblaje oligomérico y el tercer ensamblaje oligomérico. La
ultima columna indica la simetria de la capa proteica resultante.

En todos los ejemplos de la Tabla 2, el primer ensamblaje oligomérico del primer tipo de protébmero pertenece a un
grupo de punto diédrico de orden O, en el que O esigual a 3, 4 0 6.

En los primeros tres ejemplos de la Tabla 2, el primer ensamblaje oligomérico del segundo tipo de protomero
pertenece a un grupo puntual diédrico de orden L, en el que L es igual a O. Por tanto, estos tres ejemplos tienen
espacialmente la misma disposicion que los tres ejemplos de los correspondientes protdmeros homodlogos de la
Tabla 1. En los En los primeros tres ejemplos de la Tabla 2, los primeros ensamblajes oligoméricos de los dos tipos
de protdmero pueden ser el mismo ensamblaje oligomérico o pueden ser un ensamblaje oligomérico diferente.

En los segundos tres ejemplos de la Tabla 2, el primer ensamblaje oligomérico del segundo tipo de protdmero
pertenece a un grupo puntual diédrico de orden L, en el que L es igual a 2. Estos tres ejemplos tienen espacialmente
la misma disposicion que los tres ejemplos de los correspondientes protdmeros homoélogos de la Tabla 1, excepto en
lo siguiente. En lugar de la unién de los dos ensamblajes oligoméricos diédricos de orden O mediante un Unico
ensamblaje oligomérico ciclico, el enlace entre los ensamblajes oligoméricos diédricos de orden O se extiendo para
formarse mediante una cadena que comprende dos ensamblajes oligoméricos ciclicos de orden 2 en ambos lados
de un ensamblaje oligomérico diédrico de orden 2. Por tanto, se vera que la unidad de repeticién del ensamblaje
oligomérico heterdlogo extiende de forma eficaz la longitud de los enlaces de la unidad de repeticidon entre los
ensamblajes oligoméricos diédricos de orden O que se pueden considerar nédulos en la capa proteico. Por tanto, el
tamafio de los poros dentro de la capa proteica también aumenta respecto al uso de los correspondientes
protémeros homadlogos.

Se cree que los ejemplos anteriores de capas proteicas representan la forma mas simple de protdmeros capaz de
formar una capa proteica y por este motivo son los preferidos. No obstante, se apreciara que otros protdmeros
formados a partir de monémeros de ensamblajes oligoméricos que tienen simetrias adecuadas seran capaces de
formar una capa proteica. Por ejemplo, otros protémeros homodlogos que tienen un nimero mas grande de
monomeros que los indicados en la Tabla 1 seran capaces de formar una capa proteica. De un modo similar, otros
protémeros heterdlogos seran capaces de formar una capa proteica. Estos pueden incluir dos tipos de protémero
que tienen un numero mas grande de mondmeros que en los ejemplos de la Tabla 2 o pueden incluir mas de dos
tipos de protdmeros.

Para cada uno de los mondmeros hay una gran eleccion de ensamblajes oligoméricos que tienen la simetria
requerida. La capa proteica no esta limitada a ensamblajes oligoméricos concretos, porque, en principio, no se
puede usar ningun ensamblaje oligomérico que tiene una estructura cuaternaria con la simetria requerida. No
obstante, como ejemplos, la Tabla 3 indica algunas posibles elecciones de ensamblajes oligoméricos de varios
grupos de punto, incluidos los de las Tablas 1y 2.

Tabla 3 — Ejemplo de ensamblajes oligoméricos

Grupo puntual Fuente Nombre del ensamblaje oligomérico | Cédigo PDB
Ps3 (T, 32) E. coli Dps 1DPS
S. epidermis EpiD 1G63
P4 (O, 432) Ser humano Cadena pesada de ferritina 2FHA
E. coli Dihidrolipoamida succiniltransferasa | 1E20
A. vinelandii 1EAB
D, Ser humano Mn superéxido dismutasa 1AP5
P. falciparum Lactato deshidrogenasa 1CEQ




10

15

20

25

30

35

40

ES 2371793 T3

(continuacién)

Grupo puntual Fuente Nombre del ensamblaje oligomérico | Cédigo PDB
D3 Rata 6-piruvoil tetrahidropterin sintasa 1B66
E. coli Aminoacido aminotransferasa 11L
D4 E. coli Purk 1QCz
Gusano sipunculido Hemeritrina 2HMQ
De S. typhimurium Glutamina sintetasa 1F1H
Con + Coa Ser humano Cadenas alfa y beta de la caseina | 1JWH
quinasa
Csa + Caa Colifago T4 gp5 + gp27 1K28
VIH N36 + C24 1AIK
Pseudomonas putida Naftaleno 1,2-dioxigenasa 1NDO
Csn + Can Eraquiépodo Hemeritrina N/A

Por tanto, un protémero proteico o varios protémeros proteicos son capaces de ensamblarse en una capa proteica.
Los mondmeros del protdmero pueden tener cualquier longitud, pero normalmente tienen una longitud de 5 a 1000
aminoacidos, preferentemente al menos 20 aminoacidos y/o, preferentemente, como maximo 500 aminoacidos.

Los polinucleétidos pueden codificar los protémeros proteicos. Normalmente, el polinucleétido también comprendera
una secuencia adicional mas alld de los extremos 5 y/o 3 de la secuencia de codificacién. Normalmente, el
polinucledtido tiene una longitud de al menos tres veces la longitud del protémero codificado. El polinucleétido puede
ser ARN o ADN, incluido ADN gendmico, ADN sintético o ADNc. El polinucleétido puede ser bicatenario o
monocatenario.

Los polinucledtidos pueden comprender nucleétidos sintéticos o modificados, tales como estructuras de
metilfosfonato y fosforotioato o la adicion de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3’ y/o 5’ de la molécula.

Dichos polinucleétidos se pueden producir y usar usando técnicas estandar. Por ejemplo, los comentarios realizados
en el documento WO-00/68248 sobre acidos nucleicos y sus usos se aplican igualmente a los polinucleétidos
descritos en el presente documento.

Normalmente, los monémeros se combinan para formar protémeros mediante fusién de los respectivos genes a nivel
genético (p. €j., eliminando el codén de terminacion del gen en 5’ y dejando una lectura dentro del marco hasta el
gen en 3’). En este caso, el gen recombinante se expresa como un Unico polipéptido. Como alternativa, los genes se
pueden condensar en una posicion distinta a la del extremo terminal, siempre que la estructura cuaternaria de las
propiedades del ensamblaje oligomérico permanezcan sustancialmente sin afectar. En particular, se puede insertar
un gen dentro de una region estructuralmente tolerante de un segundo gen para producir una fusion dentro del
marco.

Los vectores de expresion pueden comprender polinucledtidos de la invencién y que son capaces de expresar un
protomero proteico. Dichos vectores pueden también comprender iniciadores, promotores, potenciadores
adecuados, ademas de otros elementos, tales como, por ejemplo, sefiales de poliadenilacion que pueden ser
necesarias y que estan en la orientacién correcta con el fin de permitir la expresion de proteinas.

Por tanto, la secuencia de codificacion en el vector esta unida operablemente a dichos elementos de modo que
proporcione la expresién de la secuencia de codificacion (normalmente en una célula). La expresién “operablemente
unido” se refiere a una yuxtaposicién en la que los componentes descritos estdn en una relacion que les permite
funcionar en el modo previsto.

El vector puede ser, por ejemplo, un vector plasmido, virus o fago. Normalmente, el vector tiene un origen de
replicaciéon. El vector puede comprender uno o mas genes marcadores seleccionables, por ejemplo un gen de
resistencia a ampicilina en el caso de un plasmido bacteriano, o un gen de resistencia para un vector fungico.

Los promotores y otras sefiales de regulacion de la expresion pueden seleccionarse de modo que sean compatibles

con la célula huésped para la que se ha disefiado su expresion. Por ejemplo, los promotores de levadura incluyen
los promotores GAL4 y ADH de S. cerevisiae, el promotor nmt1 y adh de S. pombe. Los promotores de mamifero
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incluyen el promotor de metalotioneina, que puede inducirse en respuesta a metales pesados tales como cadmio.
También se pueden usar promotores virales, tales como el promotor de antigeno R grande de SV40 o promotores de
adenovirus.

Se pueden usar promotores de mamifero, tales como promotores de b-actina. Especialmente preferidos son los
promotores especificos de tejido. También se pueden usar promotores virales, por ejemplo la repeticion terminal
larga del virus de la leucemia murina Molones (MMLV LTR), el promotor LTR del virus de sarcoma de rous (RSV), el
promotor de SV40, el promotor IE del citomegalovirus humano (CMV), adenovirus, promotores de HSV (tales como
los promotores IE de HSV) o promotores de HPV, particularmente la regién reguladora en 5’ de HPV (URRR).

Otro procedimiento que se puede usar para la expresion de los protdmeros proteicos es la expresion acelular, por
ejemplo bacterianos, de levaduras o de mamiferos.

Las células se pueden modificar para expresar los protdmeros de la invencion. Dichas células incluyen lineas de
células eucariotas superiores transitorias o, preferentemente, estables tales como células de mamifero o células de
insecto, usando, por ejemplo, un sistema de expresién en baculovirus, células eucariotas inferiores, tales como
células de levadura o procariotas tales como células bacterianas. Ejemplos concretos de células que se pueden
modificar mediante insercion de vectores que codifican un polipéptido incluyen las células de mamifero HEK293T,
CHO, Hela, 293 y COS. Preferentemente, la linea celular seleccionada sera una que no soélo sea estable, sino que
también permita la glicosilacion madura de un polipéptido. La expresion se puede conseguir en oocitos
transformados.

Los protdmeros proteicos, polinucledtidos, vectores o células pueden estar presentes en una forma sustancialmente
aislada. Pueden estar en forma sustancialmente purificada, en cuyo caso en general comprenderan al menos 90 %,
por ejemplo al menos 95 %, 98 % 0 99 %, de las proteinas, polinucledtidos, células 0 masa seca de la preparacion.

Los protémeros se pueden preparar usando los vectores y células huésped usando técnicas estandar. Por ejemplo,
los comentarios realizados en el documento WO-00/68248 sobre procedimientos de preparacion de protémeros
(denominados “proteinas de fusion” en el documento WO-00/68248) se aplican igualmente a la preparacion de los
protémeros descritos en el presente documento.

La ensamblaje de la capa proteica a partir de los protdmeros se puede realizar simplemente introduciendo los
protdmeros en condiciones adecuadas para el autoensamblaje de los mondémeros de los ensamblajes oligoméricos.
Normalmente, esto se realizara introduciendo los protdmeros en solucion, preferentemente en soluciéon acuosa.
Normalmente, las condiciones adecuadas corresponderan a aquéllas en las que la proteina natural se autoensambla
en la naturaleza. Las condiciones adecuadas pueden ser aquéllas que se divulgan en el documento WO-00/68248.

En el caso de los protémeros homélogos, esto tiene como resultado un ensamblaje directo de la capa proteica.

En el caso de protomeros heterdlogos, el ensamblaje se realiza, preferentemente, en varias etapas. En una primera
etapa, cada tipo de protdmero se ensambla por separado en un respectivo componente pequefio. En una segunda
etapa, los componentes pequefios se juntan y ensamblan en la capa proteica. Cuando se usan varios protomeros
heterélogos puede haber etapas adicionales intermedias entre la primera y la segunda etapa en las que los
respectivos componentes pequefios se juntan y ensamblan en componentes intermedios mas grandes.

A continuacién se describira un procedimiento por el cual se ha preparado una capa proteica especifica que es un
ejemplo del tipo que se muestra en la Figura 2.

Los protémeros consistian en un primer monémero que es ALAD de E. coli y un segundo monémero que es steptag
1. El tercer mondémero fue estreptavidina.

Los protdmeros se prepararon en un vector plasmidico de E. coli usando técnicas estandar. El vector plasmidico de
E. coli fue un derivado de pUC19 que tiene la secuencia SEC ID N° 1. La secuencia del protomero es:

MTMGSMTDLIQRPRRLRKSPALRAMFEETTLSLNDLVLPIFVEEEIDDYKAVEAPGVMRIPEK
HLAREIERIANAGIRSVMTFGISHHTDETGSDA WREDGLVARMSRICK QTVPEMIVMSDTCEC
EYTSHGHCGVLCEHGVDNDATLENLGKQAVVAAAAGAXFIAPSAAMDGQVQAIRQALDAA
GFKDTAIMSYSTKFASSFYGPFREAAGSALKGDRKSYQMNPMNRREAIRESLLDEAQGANCL
MVKPAGAYLDIVRELRERTELPIGAYQVSGEYAMIKFAALAGAIDEEK VVLESLGSIKRAGA
DLIFSYFALDLAEKKILRRSAWRHPQFGG (SEQ ID NO. 2)

La secuencia de Streptag | es:
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AWRHPQFGG (SEC ID N° 3)

La secuencia de estreptavidina (como se usa en el trabajo que se describe en el presente documento) es:

MET GLU ALA GLY ILE THR GLY THR TRP TYR ASN GLN LEU
GLY SER THR PHE ILE VAL THR ALA GLY ALA ASPGLY ALA
LEU THR GLY THR TYR GLU SER ALA VAL GLY ASN ALA GLU
SER ARG TYR VAL LEU THR GLY ARG TYR ASP SER ALA PRO
ALA THR ASP GLY SER GLY THR ALA LEU GLY TRP THR VAL
ALA TRP LYS ASN ASN TYR ARG ASN ALA HIS SER ALA THR
THR TRP SER GLY GLN TYR VAL GLY GLY ALA GLU ALA ARG
ILE ASN THR GLN TRP LEU LEU THR SER GLY THR THR GLU
ALA ASN ALA TRP LYS SER THR LEU VAL GLY HIS ASP THR
PHE THR LYS VAL LYS PRO SER ALA ALA SER (SEQ ID NO:4).

Para referencia, la secuencia de avidina es:

ARKCSLTGKW TNDLGSNMTI GAVNSRGEFT GTYITAVTAT SNEIKESPLH GTQNTINKRT
QPTFGFTVNW KFSESTTVFT GQCFIDRNGK EVLKTMWLLR SSVNDIGDDW KATRVGINIF
TRLRTQKE (SEQ ID NO:5).

El gen que codifica la acido 5-aminolaevulinico deshidratasa (ALAD) se amplificé a partir de ADN gendmico del
DHb5alfa y se inserta en el vector de expresion DsRed-Express-streptagl descrito anteriormente para sustituir el
casete génico de DsRed-Express.

Después se preparé un protomero de ALAD-streptagl. En el medio de expresion se incluyé IPTG 0,1 mM. La
induccién de la expresion fue del siguiente modo: Un cultivo de 10 ml durante la noche de la cepa de expresion (en
caldo LB que contiene 30 pug/ml de kanamicina) se diluyé a 1:100 en caldo KB fresco que contiene 30 ug/ml de
kanamicina), las células se cultivaron con agitaciéon a 37 °C hasta una densidad correspondiente a una DOggo de 0,6
y, después, se indujo la expresion de la proteina diana mediante la adicion de IPTG hasta una concentracion final de
1 mM. El cultivo se mantuvo a 37 °C con agitacion durante 3 horas adicionales antes de recoger las células mediante
centrifugacion (5000 g, 10 minutos, 4 °C). El sedimento celular se resuspendié en 20 ml de tampdn A (NaCl 300 mM,
EDTA 1 mM, HEPES 50 mM, pH 7,5). Las células se lisaron mediante sonicacién y la fraccion insoluble se recogié
mediante centrifugacion (25.000 g, 30 minutos, 4 °C). Esta fraccion se disolvio en urea 8M y se centrifugé (25.000 g,
30 minutos, 4 °C) para eliminar las particulas insolubles. El material de urea solubilizado se concentré hasta 16
mg/ml y se paso a través de un filtro de 0,22 um. Después, una gota de este material (1 pl) se inyecté directamente
en una gota mas grande (5 pl) del tampén A:

En general se dispone de muchas opciones de expresion y purificacion. Otro protocolo con éxito repetido es el
siguiente:

1. Una unica colonia de BL21 (DE3)Star de E.coli se trasfirié desde una placa de agar Luria-Bertani a 500 ml
de medio de Luria-Bertani que contiene 75 pug/ml de ampicilina e isopropiltio-beta-D-galactopiranésido (IPTG)
0,1 mM.

2. Este cultivo se incubd a 37°C con agitacion durante 18 horas.

3. El cultivo se recogié mediante centrifugacion (5.000 g, 5 minutos) y se resuspendié en 10 ml de tampédn
“GF” (NaCl 150 Mm, Tris-Hcl 50 mM, EDTA 1 mM, azida sédica 0,02 %, pH 8,0).

4. Las células se lisaron usando sonicacion, congelacidon-descongelacién, reactivos de lisis celular (p. €j.,
"Bugbuster"), o lisozima y tratamiento con ADNasa. Estas son técnicas estandar en la materia.

5. La fraccidn insoluble se eliminé mediante centrifugacién (30.000 g, 30 minutos).

6. La proteina de fusidn se purificé a partir de la fraccion soluble usando sefarosa Strep-tactin (IBA GmbH) de
acuerdo con las instrucciones de los fabricantes.

7. La proteina eluida se separd de la contaminacion con destiobiotina que es el resultado de la columna de
Strep-tactin, por medio de cromatografia de exclusion por tamafio usando una matriz de superosa 6 y tampdén
GF.

8. La proteina purificada se pudo almacenar a 4 °C durante al menos 6 meses.
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El protdmero ALAD-streptag | purificado (~1 mg/ml) se mezcl6 con estreptavidina nuclear comercialmente disponible
en cantidades equimolares. El autoensamblaje comenzé inmediatamente y las matrices proteicas resultantes se
visualizaron por medio de microscopia electronica de transmision. La Figura 3 muestra una micrografia electrénica
de transmision tefiida negativamente de la matriz proteica, siendo la célula unitaria de 13 nm x 13 nm. Se realizé
procesamiento de imagenes de las micrografias electrénicas para potenciar la calidad de la imagen. En particular, la
micrografia electronica se sometid a transformaciéon de Fourier, se filtr6 usando un filtro derivado de grupo
espaciador y se promedio, y después se reconstruyo.

Las capas proteicas tienen numerosos usos diferentes. En general, dichos usos aprovecharan la estructura de
repeticion regular y/o los poros que estan presentes dentro de la estructura. Las capas proteicas pueden disefiarse
de modo que tengan poros con dimensiones previstas del orden de nandmetros a cientos de nandmetros. Las capas
se pueden disefar con un tamafo de poro adecuado para un uso deseado.

Los tamafios de poro altamente definidos, de tamafio inusual y finamente controlados de las matrices o capas
proteicas, junto con la estabilidad de sus estructuras, las convierten en ideales para las aplicaciones que requieren
materiales microporosos con tamafos de poro en el intervalo que se ha mencionado. Como ejemplo, se espera que
las matrices o capas sean utiles como elemento de filtro o tamiz molecular para procedimientos de filtracion o
separacion. En este uso, los tamafios de poro que se pueden conseguir y la capacidad para disefiar el tamafio de un
poro son particularmente ventajosos.

En otra clase de uso, las entidades moleculares se fijarian a la capa proteica. Dicha fijaciéon se puede realizar
usando técnicas convencionales. Las entidades moleculares pueden ser cualquier entidad de un tamafio adecuado,
normalmente una entidad macromolecular, por ejemplo proteinas, polinucleétidos, tales como ADN, o entidades no
bioldgicas. Las entidades moleculares pueden ser una unica molécula o un complejo de varias moléculas. Como
tales, cabe esperar que las capas proteicas sean utiles como matrices bioldgicas para transportar entidades
moleculares, por ejemplo para usar en la liberacién de farmacos o para cristalizar entidades moleculares.

La fijacion de las entidades moleculares a la capa proteica se puede efectuar mediante varias formas.

Algunos abordajes implican “marcar” cualquiera o ambos protémeros proteicos (u otro componente de la capa) o las
entidades moleculares de interés. En este contexto, el marcaje es la adiciéon covalente a cualquiera o ambos
protémeros proteicos (u otro componente de la capa) o a las entidades moleculares diana, de una estructura
conocida como marcador o marcador de afinidad que forma fuertes interacciones con una estructura diana.
Normalmente, para este fin se usan cortos motivos peptidicos (p. €j., hélices enrolladas heterodiméricas, tales como
el acido “velero” y péptidos base). En el caso del protdmero proteico (u otro componente de la capa), un una entidad
molecular que es una proteina, esto se puede conseguir condensando genéticamente el marcador con un
componente de la capa proteica o la entidad molecular, que es la expresidon de una versién genéticamente
modificada de la proteina para que porte una secuencia adicional de elementos peptidicos que constituyen la
marcador, por ejemplo en uno de sus extremos o en una regién bucle. Procedimientos alternativos de afiadir un
marcador incluyen la modificacion covalente de una proteina después de que se ha expresado, mediante técnicas
tales como la tecnologia de interna.

En un abordaje, la estructura diana puede ser otro marcador unido al otro del protémero proteico o de la entidad
molecular diana, es decir ambos componentes de la capa y de la entidad molecular diana incluyen marcadores de
afinidad complementarios para que se unan entre si.

En otro abordaje, la estructura diana puede formar parte del protdmero proteico (u otro componente de la capa) o de
la entidad molecular diana, es decir uno de un componente de la capa y de la entidad molecular diana tiene
marcadores de afinidad que tienen afinidad por el otro componente de la capa y de la entidad molecular diana. Por
tanto, para fijar la entidad molecular a la capa proteica, un componente de la capa puede incluir, en una posicién
predeterminada en los protdmeros, un marcador de afinidad fijado a la entidad molecular de interés. Como
alternativa, la entidad molecular puede tener en una posicidon predeterminada en la entidad molecular, un marcador
de afinidad fijado a un componente de la capa.

Cuando se sabe que un componente de la capa proteica forma fuertes interacciones con una secuencia peptidica
conocida, dicha secuencia peptidica puede usarse como marcador a afadir a la entidad molecular diana. Cuando no
se conoce dicha pareja de unidn estrecha, se pueden identificar marcadores adecuados por medio de deteccion
selectiva. Los tipos de deteccion selectiva posibles son técnicas de visualizacién en fagos o enfoques de bibliotecas
quimicas redundantes para producir un gran numero de diferentes péptidos cortos (p. ej., 3-50 aminoacidos). Los
elementos peptidicos para union mas estrecha se pueden identificar usando técnicas estandar, por ejemplo
amplificacion y secuenciacion en el caso de bibliotecas de expresién en fagos o por medio de secuenciacion
peptidica en el caso de bibliotecas redundantes,

Un abordaje alternativo es cuando la propia entidad molecular diana se expresa como una fusiéon genética directa
con un componente de la capa.
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Otro abordaje alternativo es realizar modificaciones quimicas especificas de la matriz con el fin de proporcionar
medios de fijacion alternativos covalentes o basados en la afinidad. Por ejemplo, la derivacidn especifica de sitio de
los grupos sulfhidrilo accesibles en la matriz se puede usar para la incorporacién de grupos de nitrilo-acido triacético
(NTA) que a su vez se puede usar para la unién de iones metalicos y, por tanto, proteinas diana ricas en histidina.

Para fijar la entidad molecular a la capa proteica usando un marcador de afinidad sobre la capa o la entidad
molecular, se puede dejar que la entidad molecular se difunda en y, por tanto se fije, una capa proteica preformada,
por ejemplo se puede hibridar la entidad molecular unida en sus configuraciones de energia menor en la capa
proteica usando enfriamiento controlado en una criocorriente de nitrégeno liquido. Como alternativa, las entidades
moleculares se pueden mezclar con los protdmeros durante la formacion de la capa proteica para ensamblarse con
la capa.

En otra clase de usos, se podrian incorporar proteinas con propiedades utiles como uno de los protdmeros.

Un uso en el que una entidad se fija a la capa proteica es realizar una cristalografia de rayos X de las entidades
moleculares. En este caso, la estructura regular de la capa proteica permitir mantener las entidades moleculares en
una posicidn predeterminada con respecto a una estructura de repeticion, de modo que se mantienen en una matriz
regular en una orientacién regular. La cristalografia de rayos X es importante en investigacion bioquimica y el disefio
razonado de farmacos.

La capa proteica que tiene una matriz de entidades moleculares sobre ella se puede estudiar usando técnicas
cristalograficas de rayos X estandar. Cabe esperar que el uso de la capa proteica como soporte de la cristalografia
de rayos X proporcione numerosas Yy significativas ventajas sobre la tecnologia y el protocolo actuales para la
cristalografia de rayos X, incluidas las siguientes:

(1) Seran necesarias cantidades significativamente menores de la molécula (probablemente en el orden de
microgramos y no en miligramos). Esto permitira la determinacion de algunas dianas previamente no tratables.

(2) El uso de marcadores de afinidad permitira determinar la estructura sin el requisito tipico de una serie de etapas
de purificacion.

(3) No habra necesidad de cristalizar la entidad molecular. Esta es una etapa dificil y, en ocasiones infranqueable,
en la determinacion tradicional de la estructura mediante rayos X.

(4) No habra necesidad de obtener derivados cristalinos para cada nueva estructura de cristal para obtener la
informacién de fase necesaria. Dado que la mayoria de la materia de dispersidon sera capa proteica conocida en
cada caso, la determinacion de la estructura puede ser automatica y un usuario de ordenado podra realizarlo
rapidamente con poca o ninguna experiencia en cristalografia.

(5) Los complejos de una proteina con sustancias quimicas (sustratos/farmacos) y con otras proteinas se pueden
analizar sin requerir condiciones totalmente nuevas de cristalizacién.

(6) Cabe esperar que el procedimiento sea extremadamente rapido y aplicable universalmente, lo que proporcionara
enormes ahorros en tiempo y costes.

Para uso en catalizacion de biotransformaciones, las enzimas se pueden fijar a la capa proteica o incorporar en la
capa proteica.

Para uso en almacenamiento de datos, puede ser posible fijar una proteina que es dptica o electronicamente activa.
Un ejemplo es la bacteriorodopsina, pero se pueden usar muchas otras proteinas en esta capacidad. En este caso,
la capa proteica mantiene la proteina fijada en una matriz altamente ordenada, de modo que se permite abordar la
matriz. La capa proteica podria superar las limitaciones de tamafio de las matrices existentes para mantener las
proteinas para usar en almacenamiento de datos..

Para uso en una visualizacién, puede ser posible fijar una proteina que sea fotoactiva o fluorescente. En este caso,
la capa proteica mantiene la proteina fijada en una matriz altamente ordenada, de modo que se permite abordar la
matriz para visualizar una imagen.

Para uso en separacién de cargas, una proteina que es capaz de llevar a cabo un proceso de separacién de cargas
puede fijarse a la capa proteica o incorporarse en la capa proteica. Después, se puede inducir la proteina para que
lleve a cabo la separacion, por ejemplo "bioquimicamente" mediante un "combustible”, tal como ATP, u 6pticamente
en el caso de un centro fotoactivo tal como clorofila o una proteina fotoactiva como rodopsina. De este modo se
pueden realizar varios procesos de separacion de cargas, por ejemplo bombeo iénico o desarrollo de una carga
fotovoltaica.

Para uso como nanoalambre, una proteina que es capaz de conduccioén eléctrica puede fijarse a la capa proteica o
incorporarse en la capa proteica. Usando una capa proteica anisotropica podria ser capaz de proporcionar la
capacidad para llevar la corriente en una direccién concreta.

Para uso como motor, se pueden incorporar en la capa proteica proteinas que son capaces de inducir
expansioén/contraccion.
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Se pueden usar matrices proteicas como molde. Por ejemplo, el silicio se podria difundir o, por el contrario,
impregnar, en los poros de la matriz proteica, llenando de este modo parcial o completamente los intersticios de la
matriz. El material proteico que comprende la matriz original puede, si es necesario, eliminarse mediante, por
ejemplo, el uso de una solucién de hidrélisis.

Otro uso en el que una entidad se fija a la capa proteica es realizar microscopia electronica de las entidades
moleculares. Esto se puede realizar para determinar la estructura de las entidades. Las entidades pueden ser de
cualquier tipo, incluida una macromolécula (p. €j., una proteina o ADN) o un complejo macromolecular (p. €j., un
complejo de una macromolécula con una o mas especies moleculares distintas).

A modo de antecedentes se describira primero las técnicas conocidas de microscopia electronica.

La Figura 4 muestra esquematicamente un microscopio electronico de transmision 10 dispuesto del siguiente modo.
Una fuente de electrones 11 produce electrones. Un sistema de lentes objetivas12 dirige un haz de electrones desde
la fuente 11 sobre la muestra 13. Un sistema de lentes de imagen 14 dirige los electrones transmitidos a través de la
muestra 13 sobre un sensor 15 que produce una imagen. La imagen puede ser una imagen enfocada o puede ser
un patrén de difraccion, siendo este ultimo Util cuando la entidad se presenta en una matriz regular (p. ej., tubos de
moléculas, cristales 2D, o matrices helicoidales). La informacion de multiples imagenes, correspondientes a multiples
visiones diferentes de las especies moleculares, pueden combinarse después para producir una reconstruccion en
3D.

La preparacion y presentacion de la muestra en el microscopio se realiza del siguiente modo.

En la practica, las muestras 13 se presentan al haz de electrones dentro del soporte para muestras de un
microscopio electronico. En general, las muestras 13 se montan sobre una rejilla de cobre. Esta puede estar
recubierta con una capa fina de carbono depositado que puede, a su vez, ser continua a través de los orificios de la
rejilla o pueden estar deliberadamente incompletos, de modo que se dejan orificios en los que la muestra flota (una
capa de carbono de tipo "encaje").

Los detalles del protocolo de montaje de la muestra dependen de si la muestra se va a visualizar o no en
condiciones criogénicas.

Para las condiciones criogénicas, la muestra 13 puede introducirse en un medio potenciado con un agente
crioprotector para minimizar la tendencia a formar hielo a temperaturas bajas. Ejemplos de agentes crioprotectores
incluyen glucosa y trehalosa. Ademas, al entorno de la muestra 13 se puede anadir un constituyente potenciador del
contraste. Un ejemplo de agente de potenciaciéon de contraste es el tanino. Tras la crioproteccion, la muestra 13 se
introduce sobre la rejilla de cobre (posiblemente recubierta), el exceso de muestra y de medio de inclusion se
extraen mediante transferencia para producir una muestra 13 de un espesor no superior a 1000 A y la rejila se
introduce en un ambiente a temperaturas criogénicas (< -73 °C). La velocidad del enfriamiento es un factor
importante para evitar la formacion de hielo y el consiguiente dafio en la muestra durante la congelacion. El
enfriamiento rapido se puede conseguir introduciendo la muestra 13 en nitrégeno liquido en una corriente de
nitrégeno gaseoso a temperaturas inferiores a .153 °C o en un bafio de liquido menos volatil (como propano) a
temperaturas criogénicas. Se pueden usar etapas mecanicas para garantizar una introduccién rapida y reproducible
de la rejilla de cobre en el ambiente de congelacion.

Cuando las muestras 13 no se van a presentar en solucién vitrea congelada (es decir, en condiciones que no son
criogénicas) se introduce una solucion de la sustancia de la que se va a obtener una imagen sobre una rejilla de
cobre recubierta por carbono, se deja un periodo de tiempo para que la muestra se adsorba sobre la capa de
carbono y, después, se extrae el exceso de muestra y solucion mediante transferencia. Para potencial el contraste
de imagenes y minimizar las consecuencias perjudiciales de dafios por radiacién, la muestra 13 se puede tefiir.
Dado que las muestras bioldgicas demuestran una dispersion intrinsecamente baja, los tintes usados son, en
general, densos a los electrones y, por tanto, dan una fuerte dispersién. Por tanto, los tintes usados son, en general,
“tintes negativos”. Las imagenes registradas son oscuras cuando el tinte lo es y son mas claras en las regiones en
las que el tinte es excluido por la presencia de la muestra. Un ejemplo de tinte negativo es acetato de uranilo.

La recoleccion de datos se realiza del siguiente modo.

En el caso de derivar una imagen enfocada, en realidad las imagenes se registran lejos de un enfoque perfecto.
Aunque esto se realiza para generar contraste en la imagen, tiene como resultado una degradacion de la imagen.
Especificamente, los términos de Fourier calculados a partir de la imagen se modulan mediante una “Funcién de
transferencia de contraste" (CTF), que modula las amplitudes de los términos de Fourier de un modo que sea una
funcion del correspondiente angulo de dispersion. En general, los términos de furrier corregidos se pueden recuperar
mediante escalado adecuado una vez que se ha caracterizado la extension del desenfoque y astigmatismo. Para un
desenfoque dado, la CTF adoptara un valor de cero para los términos de Fourier correspondientes a angulos de
dispersion concretos. Por tanto, estos términos no se pueden recuperar mediante posprocesamiento. Para llenar los
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orificios correspondientes en espacios reciprocos, las imagenes se registran a un intervalo de desenfoques, de
modo que los términos de Fourier que se han modulado a cero (o cerca de cero) en una imagen registrada a un
desenfoque tendran una amplitud mensurable en otro desenfoque.

La interaccién ineléstica de electrones con la muestra tiene como resultado el depdsito de energia que, a su vez,
causa dafos en la muestra. Estos dafios degradan la estructura de las moléculas dentro de la muestra. Por esta
razén, las imagenes y los patrones de difraccidon se registran usando una dosis relativamente baja de electrones.
Esta limitacion experimental significa que la proporcion entre la sefial y el ruido es relativamente baja en las
imagenes registradas de cada especie molecular capturada dentro del campo de vision de una imagen. Esto se
traduce en que cada imagen porta una informacién de resolucion sobre la estructura de la muestra relativamente
baja. En general, la potenciacion de la proporcion sefal:ruido se consigue realizando un promedio eficaz de las
imagenes de multiples moléculas que se observan en las mismas (o similares) orientaciones con respecto al haz de
electrones.

Cada imagen se aproxima a una proteccion de la distribucion de la densidad de electrones (0, con mayor precision,
el potencial) de las especies moleculares. Por tanto, una Unica imagen de una Unica molécula no contiene suficiente
informacioén para deducir la estructura 3D de dicha molécula. Por tanto, las imagenes se tienen que registrar a partir
de la muestra en mdltiples orientaciones con respecto al haz.

Para las estructuras periddicas, los componentes de Fourier se pueden medir directamente registran el patron de
difraccion en lugar de una imagen de la muestra. Este abordaje evita la complicacion de la modulacion mediante la
CTF, aunque todavia se tienen que corregir otras caracteristicas del experimento y del instrumento en el
posprocesamiento. Para muestras periddicas (p. ej., cristales 2D o matrices helicoidales), la dispersién se concentra
en direcciones diferenciadas que son caracteristicas del tamafio y de la forma de la unidad repetida (es decir, la
célula unitaria), lo que da lugar a puntos de difraccidon en el patréon de dispersion en lugar de una funcién de
dispersion continua. Este proceso de “amplificacion Bragd” conlleva sefiales de facil registro. Una ventaja adicional
del registro de los patrones de difraccion es que las intensidades del patrén disperso (es decir, la propiedad que se
registra) son independientes de movimientos globales de la muestra durante la exposicién. Dichos movimientos
pueden deberse a fluctuacién térmica, asi como por el calentamiento especifico y la carga de la muestra producidos
por el haz de electrones. Una desventaja de registrar el patron de dispersion en lugar de los electrones enfocados
(Es decir, un patrén de difraccién en lugar de una imagen) es que el registro del patron disperso pierde la
informacioén de la fase para los términos de Fourier. Al mismo tiempo, se pueden corregir las imperfecciones locales
si se recoge una imagen de las mismas, pero no (trivialmente) si se recoge un patrén de difraccion.

En el caso de la tomografia de electrones, se obtienen imagenes de un unico ejemplo de la especie que se va a
visualizar con una dosis extremadamente baja a un intervalo de orientaciones. Por tanto, se obtiene una imagen de
una Unica especie molecular. Esto aborda una posible critica de otros abordajes: Cada molécula representativa de
una muestra podria ser sutiimente diferente, lo que hace que tanto el promedio de multiples imagenes y la
reconstruccion 3D sean inadecuados. Tiene la desventaja de que la dosis de electrones que puede tolerar una Unica
especie se extiende sobre las imagenes en multiples orientaciones: esto, en ultimo término, limita la resolucion de la
reconstruccion en 3D que se puede conseguir.

El analisis de los datos se realiza del siguiente modo.

El protocolo usado para analizar los datos de la microscopia electrénica depende principalmente de si la muestra es
periodica (es decir, cristalina 2D o presentada en una matriz helicoidal) o aperiédica, es decir presentada como
particulas aisladas que pueden o no tener simetria rotacional local, pero que carece de una simetria traduccional
significativa. En ambos casos, cuando se han recolectado imagenes (en lugar de datos de difraccion), el desenfoque
y el astigmatismo de la muestra se identifican mediante analisis de la distribucién de la intensidad de las regiones
transformadas de Foruier de la imagen. En base a estos valores, que pueden variar a lo largo de la imagen, se
puede calcular una correccion adecuada para compensar los efectos de la CTF.

Un tipo de analisis de datos es la reconstruccion de una particula. Esto permite la reconstrucciéon de una imagen
tridimensional (3D) a partir de las imagenes de entidades individuales, del siguiente modo.

Para muestras no periddicas se registran imagenes (en lugar de patrones de difraccién). El analisis comienza con la
localizacién de muestras sobre la imagen registrada. Para las moléculas biolégicas no tefidas, esto presenta un
problema significativo: La proporcidon sefal:ruido inherentemente baja significa que las moléculas pueden no ser
evidentes frente al fondo. Incluso sin son visibles, dichas moléculas pueden tener una imagen tan mala que impida la
caracterizacion de su orientacién en comparacion con otras imagenes de la misma especie molecular. Este
problema empeora cuando la especie que se va a visualizar es pequena. En la practica, no es facilmente posible
aplicar ME convencional a las muestras no cristalinas de macromoléculas (o complejos macromoleculares) con un
peso molecular combinado inferior a 125 kDa.

Después de localizar multiples especies moleculares para ensamblar un “grupo de datos” de imagenes (ruidosas), la
siguiente etapa es la clasificacion. En esta etapa, las imagenes de la especie molecular se agrupan, de modo que
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las que representan visiones similares estan asociadas entre si. Particularmente, cuando se ha usado un soporte de
carbono puede haber un grupo limitado de dichas visiones presente en el grupo de datos. Se efectua el promedio de
las imagenes de particulas que entran dentro de dichos conjuntos para proporcionar “promedios de clase”: Las
orientaciones relativas de un grupo de promedios de clase se determinan por medio de una "linea comun" o un
enfoque similar. En ultima instancia, esto permite que la informaciéon de multiples visiones diferentes en un espacio
reciproco para permitir la reconstruccién 3D.

Otro tipo de anadlisis de datos es el analisis cristalografico bidimensional (2D). Esto es aplicable a muestras
periédicas. Los datos se pueden recolectar como imagenes o como patrones de difraccion.

En las imagenes de una matriz cristalina, el reconocimiento de la geometria y la localizacién de la matriz proporciona
un medio facilmente explotado de predecir la localizacién de las multiples copias de la especie de la que se va a
obtener la imagen. El promedio se puede obtener en espacio real (cuando se suman las imagenes de una célula
unitaria individual) o en espacio reciproco. En este ultimo abordaje, la imagen se transforma por Fourier para
producir un grupo puntual de difraccién que son el resultado de la dispersion por dicha parte de la imagen que tiene
un caracter periodico, es decir mediante la matriz ordenada de moléculas. El resto de la dispersion (es decir, la
intensidad que no entra en la posicion de los puntos de difraccion) procede del fondo y el ruido. Por tanto, se puede
realizar el promedio de multiples células unitarias en el campo de vision fijando todas las intensidades valle a cero y
realizando otra transformacion de Fourier. Este procedimiento se denomina filtracién de Fourier. Tanto las imagenes
de las que se ha realizado el promedio en espacio real como las filtradas por Fourier se pueden potenciar mediante
un procedimiento de “enderezamiento”. En este procedimiento se pueden identificar las distorsiones locales de la
matriz (en general mediante un procedimiento de autocorrelacion) y se usa para corregir la imagen para generar una
imagen que prevalecera si la matriz no esta sujeta a ninguna distorsion local.

Los patrones de difraccion de la matriz cristalina se pueden usar para medir directamente las amplitudes de los
componentes de Fourier. Las fases para estos términos se pueden establecer Unicamente usando procedimientos
analogos a los usados en la cristalografia de proteinas. Estos incluyen reemplazo isomorfo (RI), reemplazo
molecular (RM) y modificacién de densidad (MD). Para el RI, la difraccion se tiene que medir antes y después de la
adicion (o sustitucion) de una parte de la estructura. Para el RM, se puede usar una estructura o distribucién de
densidad de electrones conocidas para calcular las fases para la estructura desconocida. Para la MD, deben estar
disponibles las fases para los términos de resolucién baja (p. ej., de andlisis de imagenes como se indica
anteriormente) y el escalonamiento de los términos de alta resolucién se realiza mediante imposicién iterativa de
promediar y aplanar por disolvente, incluyendo los términos de resolucién alta creciente, en el procedimiento a
medida que se extiende la fase.

La disposicidn del cristal con respecto al haz se puede deducir a partir de la geometria aparente de los puntos de
difraccion, que pueden registrarse directamente o calcularse mediante transformacion de Fourier de una imagen,
siempre que se conozca la geometria de la unidad de repeticion en el cristal (la geometria de la célula unitaria).
Cuando se conoce la estructura de una parte significativa de la matriz, también se puede usar una imagen calculada
de esta parte de la matriz para evaluar la orientacion de la matriz en una imagen registrada de forma experimental.
Por tanto, la informacién de mdultiples imagenes en multiples orientaciones, recogidas a multiples angulos de
inclinacion, se puede combinar facilmente para llevar a cabo la reconstruccion de la imagen en 3D.

A continuacién se describira la aplicacion a la obtencién de imagenes de entidades moleculares sobre una matriz
proteica de soporte. Se obtienen beneficios porque las entidades se soportan, cada una, en una posicion
predeterminada en la estructura de repeticion de la capa proteica.

Se puede usar un microscopio electrénico de transmision convencional 10, como se muestra en, por ejemplo, la
Figura 4. La obtencion de imagen se realiza usando el procedimiento que se muestra en la Figura 5.

Primero, en la etapa S1 se prepara una matriz proteica que tiene las entidades moleculares fijadas a la misma. Esto
se realiza usando las técnicas descritas anteriormente. Con la matriz proteica se prepara una muestra 13 para el
microscopio electrénico de transmisién 10 usando procedimientos estandar, como se ha tratado anteriormente.

Dos abordajes para fijar la entidad a la capa proteica son los siguientes.

En el primer abordaje, la entidad se afiade a una solucién (o suspension) que contiene la capa proteica. Por tanto,
las entidades se fijan a la capa en solucion. Después, la capa resultante se somete a la preparacion de la muestra
como se ha descrito anteriormente para microscopia crioelectronica o para microscopia no crioelectrénica, con o sin
tincion.

En el segundo abordaje, la capa proteica se deposita primero sobre la capa de carbono de una rejilla de cobre
recubierta para formar el soporte de muestras del microscopio electrénico 10. Posteriormente se introduce la
entidad. En este caso, una suspensién de la matriz proteica se coloca sobre la rejilla recubierta de carbono, se deja
que se produzca la adsorcidn, se eliminan el exceso de crisalina y de solucion circundante y se introduce una
solucion de la especie diana. Después de una incubacion en la que se produce la union de la diana a la crisalina, se
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retira el exceso de la diana y de la solucion circundante. La posterior preparacion de la muestra es como se ha
descrito anteriormente para microscopia crioelectrénica o para microscopia no crioelectrénica.

Para una resolucién éptima en la estructura de la entidad molecular, es preferible que las entidades moleculares se
alineen con orientaciones idénticas con respecto a cada eje. En la etapa S2, que es opcional, las entidades
moleculares se alinean con respecto a la matriz proteica.

Dos posibles procedimientos de alineacién molecular que se pueden implementar, bien de forma independiente o en
combinacion, son los siguientes.

Un primer procedimiento de alineacidon es aplicar un campo eléctrico con un vector paralelo al eje de simetria
principal del “primer” componente de la capa proteica con el fin de alinear las entidades moleculares en virtud de sus
dipolos intrinsecos o inducidos.

Un segundo procedimiento de alineacion aprovecha las interacciones polares y/o hidréfobas entre las entidades
moleculares y la capa proteica mediante un procedimiento de hibridacion térmica durante el cual las moléculas diana
se enfrian lentamente hasta conformaciones de energia minima idénticas.

En la etapa S3, se obtienen imagenes para derivar una imagen. Dicha recoleccion de datos se realiza usando
protocolos estandar, por ejemplo como se ha descrito antes para la ME convencional. A modo de ejemplo, las
imagenes se pueden recolectar a una serie de etapas de desenfocado y, también, empleando la etapa de inclinacion
del microscopio para obtener la imagen de la matriz mediante un intervalo de angulos. Cuando ha tenido éxito la
orientacion de las moléculas diana, también se puede recolectar de forma util una serie de imagenes de difraccion
de electrones.

En la etapa S4, se realiza el analisis de los datos de las imagenes. Se pueden aplicar diversas técnicas de analisis
de datos del siguiente modo.

Cuando ha sido posible imponer una orientaciéon aproximadamente comin de cada molécula diana unida con
respecto a la matriz subyacente se puede realizar un analisis de datos cristalografico 2D, como se ha descrito
anteriormente. Esto permite una reconstruccion 3D de la molécula diana que se va a derivar.

En teoria, las herramientas para la reconstruccion de imagenes de una particula se pueden aplicar a una
reconstruccion de imagenes de matrices periddicas en 2D y, cuando esto proporciona una reconstruccion de
imagenes mejorada, dicho abordaje también se toma para obtener imagenes de capas proteicas y de entidades
moleculares fijadas. Cuando es adecuado, también se usan procedimientos hibridos, en los que algunas técnicas
computacionales de cristalografia 2D se combinan con técnicas computacionales de analisis de imagen de particula
Unica.

Cuando no ha sido posible imponer una orientacion aproximadamente comun de cada molécula diana unida se
aplica una combinacion de los procedimientos indicados anteriormente para la reconstruccion 3D de particula Unica
y cristalografia 2D. En esta combinacion, se identifican los componentes de la propia matriz proteica y se restan de
la imagen.

Los componentes de la matriz proteica se pueden derivar como se ha descrito anteriormente a partir de un analisis
de una o mas imagenes registradas de una capa proteica y de entidades moleculares fijadas. Como alternativa, los
componentes de la matriz proteica se pueden derivar a partir de una imagen de referencia adquirida por separado o
de una imagen almacenada adquirida anteriormente.

Esto permite la identificacién de los componentes de la matriz de cada imagen para su eliminacion. La imagen de
diferencia resultante es una imagen de las entidades en aislamiento que se habrian registrado su las entidades
estuvieran dispuestas en el espacio en posiciones con el mismo patrén de repeticiéon como la estructura de la capa
proteica, aunque en una orientacion parcialmente aleatoria.

A partir de entonces se realiza una reconstruccion de particula Unica, como se ha descrito anteriormente. Este
procedimiento se agiliza por el hecho de que la capa proteica se encontrara en posiciones en la imagen facilmente
previstas, como consecuencia de su unidon en ubicaciones conocidas sobre la capa proteica, cuya ubicacién y
orientacion se identifican con facilidad. La resta de la imagen de referencia realiza con eficacia la primera etapa de la
reconstruccion en 3D de una Unica particula (seleccién de particula) como se ha descrito anteriormente. De forma
similar, es probable que se aplique un grado de alineacion de las moléculas y ello contribuya a la clasificacién de las
particulas.

Variantes
En el presente documento se hace referencia a homdélogos de secuencias de proteinas. Normalmente, dichos

homologos tienen una homologia de al menos 70 %, preferentemente una homologia de al menos 80, 90%, 95%,

18



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2371793 T3

97% 0 99%, por ejemplo, sobre una region de al menos 15, 20, 30, 100 o mas aminoacidos contiguos. La homologia
se puede calcular sobre la base de la identidad de los aminoacidos (en ocasiones denominada "homologia dificil").

Por ejemplo, el paquete UWGCG proporciona el programa BESTFIT, que se puede usar para calcular la homologia
(por ejemplo usada en sus parametros por defecto ) (Devereux y col. (1984) Nucleic Acids Research 12, pag. 387-
395). Los algoritmos PILEUP y BLAST se pueden usar para calcular la homologia o secuencias alineadas (tal como
identificar secuencias equivalentes o correspondientes (normalmente en sus parametros predeterminados), por
ejemplo como se ha descrito en Altschul S. F. (1993) J Mol Evol 36:290-300; Altschul, S, F y col. (1990) J Mol Biol
215:403-10.

El software para realizar analisis BLAST esta a disposicion del publico en el National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar primero pares de secuencia de alta
puntuaciéon (HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia problema que coinciden o satisfacen
alguna puntuacién T umbral de valor positive cuando se alinea con una palabra de la misma longitud en una
secuencia de la base de datos. T es el umbral de la puntuacion de la palabra vecina (Altschul y col., anteriormente).
Estas coincidencias de la palabra vecina inicial actian como semillas para iniciar las busquedas para encontrar los
HSP que las contienen. Las coincidencias con la palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada
secuencia todo lo que la puntuacién de la alineacion acumulada se pueda incrementar. Las extensiones para las
coincidencias de la palabra en cada direccidon se detienen cuando: La puntuacién de la alineacion acumulada se
salga de la cantidad X a partir de su valor maximo alcanzado; la puntuacién acumulada llega a cero o menor, debido
a la acumulacion de una o mas alineaciones de residuos que puntdan negativo; o se alcanza el final de cualquiera
de las secuencias. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad de la
alineacion. El programa BLAST usa como valores predeterminados una longitud de palabra (W) de 11, las
alineaciones (B) de la matriz de puntuacion BLOSUMG62 de 50 (véase Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89: expectativa (E) de 10, M= 5, N= 4, y una comparaciéon de ambas hebras.

El algoritmo BLAST realiza un andlisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, p. €j., ., Karlin y
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787). Una medida de la similitud proporcionada por el algoritmo
BLAST es la menor probabilidad de la suma ((P(N)), que proporciona una indicacién de la probabilidad de que se
produzca al azar una coincidencia entre dos secuencias de aminoacidos. Por ejemplo, una secuencia se considera
similar a otra secuencia si la menor probabilidad de la suma en una comparacion de la primera secuencia con la
segunda secuencia es inferior a aproximadamente 1, preferentemente inferior a aproximadamente 0,1 mas
preferentemente inferior a aproximadamente 0,01 y, mas preferentemente, inferior a aproximadamente 0,001.

Normalmente, la secuencia homéloga difiere en al menos 2, 5, 10, 20 o mas mutaciones (que pueden ser
sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos). Normalmente, la secuencia homéloga difiere como maximo
en 5, 10, 20 o mas mutaciones (que pueden ser sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos).
Normalmente, hasta el 40 % de los aminoacidos de la secuencia esta mutado. Estas mutaciones se pueden medir a
través de cualquiera de las regiones mencionadas anteriormente en relacion con el calculo de la homologia.
Preferentemente, las sustituciones son sustituciones conservadoras. Estas se definen de acuerdo con la Tabla
siguiente. Los aminoacidos del mismo bloque en la segunda columna vy, preferentemente en la misma linea en la
tercera columna, pueden sustituirse entre si:

ALIFATICOS No polar GAP
ILV
Polar-sin carga TMCS
NQ
Polar-con carga DE

KR
AROMATICOS HFWY
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Isis Innovation Limited
<120> Capa proteica

<130> N101226A

<150> US 11/807.922
<151> 30/05/2007

<160>5
<170> Patentin version 3,4

<210> 1

<211> 3583

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Derivado del vector pUC19

<220>

<221> misc_feature
<222> (709) .. (709)
<223>nesa,c,got

<400> 1

agcgcccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagcgg
ttaatccaac
acaacactta
tacaaagccg
gaaattgaac
cataccgatg
cécatctgca
tacacttctc
ctggaaaatt
ccttcegeeg
tttaaagata
ttccgtgaag

atgaaccgtc

acgcaaaccg
tcccgactgg
ggcaccccag
ataacaattt
gcectegteg
gccttaacga
ttgaagccat
gcatcgccaa
aaaccggcag
agcagaccgt
acggtcactg
taggcaagca
cgatggacgg
cggcgattat
ctgccggaag

gtgaggcgat

cctcteceeg
aaagcgggca
gctttécact
cacacaggaa
cctgcgcaaa
cctggtgttg
gccaggegtg
cgccggtatt
cgatgcecctgg

gccagaaatg

‘cggtgtgctg

agccgtggtt
ccaggtacag
gtcgtattcg
cgcattaaaa

tcgtgaatca

cgcgttggcece
gtgagcgcaa
ttatgcttcc
acagctatga
tctecectgege
ccgatctttg
atgcgcattc
cgttcegtga
cgggaagatg
atcgttatgt
tgcgagcatg
gcagctgctg
gcgattcgtc
accaagttcg
ggcgaccgca

ctgctggatg

20

gattcattaa
cgcaattaat
ggctcgtatg
ccatgggatc
tgcgcgctat
ttgaagaaga
cagagaaaca
tgacttttgg
gactggtggc
cagacacctg
gcgtcgacaa
caggtgcana
aggcgctgga
cctectectt

aaagctatca

aagcccaggg

tgcagetgge
gtgagttagc
ttgtgtggaa
catgacagac
gtttgaagag
aattgacgac
tctggcacgce
catctctcac
gcgtatgtcg
cttctgtgaa
cgacgcgact
cttcatcgcc
cgctgcggga
ttatggcccg
gatgaaccca

cgcaaactgc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



ctgatggtta
gaattgccga
ctggcgggtg
gcgggtgegg
cgtagatctg
actgagcgcec
gtcggccgta
acatgcagct
ccecgtcaggg
cagagcagat
ggagaaaata
aatgtcatga
ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtcgcecce
acgctggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
accgcttttt
ctgaatgaag
acgttgcgca
gactggatgg
tggtttattg
ctggggccag
actatggatg
taactgtcag

tttaaaagga

aacctgctgg
ttggcgcgta
ctatagatga
atctgatttt
cgtggcgcca

ggtcgcectace

ot oy R e A

cccggagacg
cgcgtcagceg
tgtactgaga
ccgcatcagg
taataatggt
tttgtttatt
aaatgcttca
ttattccctt
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtcgccegecat
atcttacgga
acactgcggce
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagcc
aacgaaatag
accaagttta

tctaggtgaa
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agcgtacctce
tcaggtgagc
agagaaagtc
cagctacttt
tccgcagttt
attaccaact
cgtctcgcge
gtcacagctt
ggtgttggcg
gtgcaccata
cggccttaag
ttcttagacg
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggca
tgctgaagat
gatccttgag
gctatgtggce
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagcgt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagccggt
ctcccgtatce
acagatcgct
Ctcatatata

gatccttttt

gacatcgtgce
ggtgagtatg
gtgctcgaaa
gcgetggatt
ggtgggtaag
tgtctggtgt
gtttcggtga
gtctgtaagc
ggtgtcgggg
tgcggtgtga
ggcctcgtga
tcaggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgecttce
cagttgggtg
agttttcgcce
gcggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgcce
gacaccacga
cttactctag
ccacttctgc
gagcgtgggt
gtag;tatct
gagataggtg
ctttagattg

gataatctca

21

gtgagctgcg
cgaﬁgattaa
gcttaggtte
tggctgagaa
gccgcgactce
caaaaataat
tgaéggtgaa
ggatgccggg
ctggcttaac
aataccgcac
tacgcctatt
cttttcgggg
tgtatccget
gtatgagtat
ctgtttttgc
cacgagtggg
ccgaagaacg
cccgtattga
tggttgagta
tatgcagtgce
tcggaggacc
ttgatcgttg
tgectgtage
cttcccggca
gctcggccect

ctcgeggtat

acacgacggg

cctcactgat
atttaaaact

tgaccaaaat

tgaacgtact
gttcgccgceg
gattaagcgt
gaagattctg
tagaattcca
aggcctacta
aacctctgac
agcagacaag
tatgcggcat
agatgcgtaa
tttataggtt
aaatgtgcgc
catgagacaa
tcaacatttc
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttccaatg
cgccgggcaa
ctcaccagtc
tgccataacc
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
tececggetgge
cattgcagca
gagtcaggca
taagcattgg
tcatttttaa

cccttaacgt

1020
1080
1140

1200

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760
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gagttttcgt
ccttttttte
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtcggget
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattctg

cgaacgaccg

<210> 2
<211> 339
<212> PRT

tccactgagc
tgcgcgtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggggg
acctacagcg
atccggtaag
cctggtatct
gatgctegte
tcectggectt
tggataaccg

agcgcagcga

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2371793 T3

gtcagacccc
ctgectgettg
gctaccaact
ccttctagtg
cctcgetcetg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagctatga
cggcagggtc
ttatagtcct
aggggggcgg
ttgctggect
tattaccgcc

gtcagtgagc

<223> Secuencia del protomero

<220>

<221> misc_feature
<222> (164) .. (164)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 2

gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagct
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggtttc
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag

gaggaagcgg

tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccaétggc
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttcccga
agcgcacgag
gccacctctg
aaaacgccag
tgttctttcc
ctgétaccgc

aag

ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggcgcag
gacctacacé
agggagaaag
ggagcttcca
acttgagcgt
caacgcggcc
tgcgttatcc

tecgecegeage

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3583

Met Thr Met Gly Ser Met Thr Asp Leu

1 5

Ile Gln Arg Pro
10

Arg Arg Leu
15

Thr Leu Ser
30

Met Phe Glu Glu Thr

25

Arg Lys Ser Pro Ala Leu Arg Ala

20

val Glu Glu Glu
45

Leu Asn Asp Leu Val Leu Pro Ile Phe

35 40

Ile Asp Asp

Ala vVal Glu Ala Pro Gly Val

55

Met Arg Ile Pro
60

Tyr Lys Glu Lys His

22
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Leu Ala Arg Glu Ile Glu Arg Ile Ala Asn Ala Gly Ile Arg Ser Val
65 70 : 75 80

Met Thr Phe Gly Ile Ser His His Thr Asp Glu Thr Gly Ser Asp Ala
85 ’ 90 ’ 95

Trp Arg Glu Asp Gly Leu Val Ala Arg Met Ser Arg Ile Cys Lys Gln
100 105 110

Thr Val Pro Glu Met Ile Val Ser Asp Thr Cys Phe Cys Glu Tyr

[T
QT

o
9]
ul

Thr Ser His Gly His Cys Gly Val Leu Cys Glu His Gly Val Asp Asn
130 135 140

Asp Ala Thr Leu Glu Asn Leu Gly Lys Gln Ala val Val Ala Ala Ala
145 150 155 160

Ala Gly Ala Xaa Phe Ile Ala Pro Ser Ala Ala Met Asp Gly Gln Val
’ 165 170 175

Gln Ala Ile Arg Gln Ala Leu Asp Ala Ala Gly Phe Lys Asp Thr Ala
180 185 190

Ile Met Ser Tyr Ser Thr Lys Phe Ala Ser Ser Phe Tyr Gly Pro Phe
195 200 205

Arg Glu Ala Ala Gly Ser Ala Leu Lys Gly Asp Arg Lys Ser Tyr Gln
210 215 220

Met Asn Pro Met Asn Arg Arg Glu Ala Ile Arg Glu Ser Leu Leu Asp
225 230 235 240

Glu Ala Gln Gly Ala Asn Cys Leu Met Val Lys Pro Ala Gly Ala Tyr
245 250 255

Leu Asp Ile Val Arg Glu Leu Arg Glu Arg Thr Glu Leu Pro Ile Gly
260 265 270

Ala Tyr Gln Val Ser Gly Glu Tyr Ala Met Ile Lys Phe Ala Ala Leu
275 280 285

Ala Gly 2Ala Ile Asp Glu Glu Lys Val vVal Leu Glu Ser Leu Gly Ser
290 285 300

Ile Lys Arg Ala Gly Ala Asp Leu Ile Phe Ser Tyr Phe Ala Leu .-Asp

23
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305 310 315 320

Leu Ala Glu Lys Lys Ile Leu Arg Arg Ser Ala Trp Arg His Pro Gln
325 330 335

Phe Gly Gly

<210>3

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ligando artificial de estreptavidina

<400> 3
Ala Trp Arg His Pro Gln Phe Gly Gly
1 5

<210> 4

<211>127

<212> PRT

<213> Streptomyces avidinii

<400> 4

24



Met Glu Ala

Phe Ile val

Ser Ala Val
35

Asp Ser Ala
50

Val Ala Trp
65

Ser Gly Gln

Leu Leu Thr

Val Gly His

115

<210>5

<211> 128

<212> PRT

<213> Gallus gallus

<400> 5

Gly

Thr

20

Gly

Pro

Lys

Tyr

Ser

100

Asp

Ile

Ala

Asn

Ala

Asn

Val

85

Gly

Thr

Thr

Gly

Ala

Thr

Asn

70

Gly

Thr

Phe

Gly

Ala

Glu

Asp

55

Tyr

Gly

Thr

Thr

ES 2371793 T3

Thr

Asp

Ser

40

Gly

Arg

Ala

Glu

Lys

120

Trp Tyr

10

Gly Ala

25

Arg Tyr

Ser Gly

Asn Ala

Glu Ala

90

Ala Asn

105

Val

Lys

25

Asn

Leu

Val

Thr

His

75

Arg

Ala

Pro

Gln

Thr

Leu

Ala

Leu

Gly

Thr

45

Leu

60

Ser

Ile

Trp

Ser

Ala

Asn

Lys

Ala

125

Gly

Thr

30

Gly

Gly

Thr

Thr

Ser

110

Ala

Ser
15

Tyr

Arg

Trp

Thr

Gln

95

Thr

Ser

Thr

Glu

Tyr

Thr

Trp

80

Trp

Leu



Ala

Asn

Tyr

Leu

Gly

65

Gly

Trp

Thr

Arg

Met

Ile

His

50

Phe

Gln

Leu

Arg

Lys

Thr

Thr

35

Gly

Thr

cys

Leu

vVal
115

cys

Ile

20

Ala

Thr

Val

Phe

Arg

100

Gly

Ser

Gly

val

Gln

Asn

Ile

85

Ser

Ile

Leu

Ala

Thr

Asn

Trp

70

Asp

Ser

Asn

ES 2371793 T3

Thr

Val

Ala

Thr

55

Lys

Val

Ile

Gly

Asn

Thr

40

Ile

Phe

Asn

Asn

Phe
120

Lys

Ser

25

Ser

Asn

Ser

Gly

Asp

105

Thr

26

Trp

10

Asn

Lys

Glu

Lys

90

Ile

Arg

Thr
Gly
Glu
Arg
Ser
75

Glu

Gly

Leu

Asn

Glu

Ile

Thr
60

Thr

Val

Asp

Asp

Phe

Lys

45

Gln

Thr

Leu

Asp

Thr
125

Leu

Thr

30

Glu

Pro

Val

Lys

Trp

110

Gln

Gly

15

Gly

Ser

Thr

Phe

Thr

95 .

Lys

Lys

Ser

Thr

Pro

Phe

Thr

80

Met

Ala

Glu
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de realizar microscopia electronica de una entidad molecular, que comprende:

proporcionar una capa proteica que tiene una estructura que se repite con regularidad en dos dimensiones y
que soporta entidades moleculares cada una fijada en una posicidon predeterminada en la estructura de
repeticion de la capa proteica; y realizar microscopia electrénica de la capa proteica como soporte de las
entidades moleculares para obtener una imagen.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha etapa de proporcionar una capa proteica que
soporta entidades moleculares cada una fijada en una posicién predeterminada en la estructura de repeticion de la
capa proteica; y realizar microscopia electrénica de la capa proteica como soporte de las entidades moleculares para
derivar una imagen.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que ademéas comprende, antes de la etapa de realizar
microscopia electrénica, alinear las entidades moleculares con respecto a la matriz proteica.

4. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la etapa de alinear las entidades moleculares con
respecto a la matriz proteica comprende aplicar un campo eléctrico a la matriz proteica o enfriar la matriz proteica
hasta un estado de energia minima.

5. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que ademas comprende
realizar un analisis de datos cristalografico en dos dimensiones de una imagen.

6. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el andlisis de datos comprende identificar los
componentes de la matriz proteica y restarlos de la imagen derivada en dicha etapa de realizar microscopia
electronica para derivar una imagen de las entidades moleculares y realizar una reconstruccion de particula unica de
la imagen de las entidades moleculares.

7. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la capa proteica
es una capa proteica que se repite con regularidad en dos dimensiones, comprendiendo la capa proteica protomeros
cada uno de los cuales comprende al menos dos monémeros condensados genéticamente, siendo cada uno de los
mondémeros monoémeros de un respectivo ensamblaje oligomérico, en los que los protdbmeros comprenden:

un primer monémero que es un monoémero de un primer ensamblaje oligomérico perteneciente a un grupo
puntual poliédrico de orden O, en el que O es igual a 3, 4 0 6, y que tiene un grupo de O ejes de simetria
rotacional de orden 2 que se extiende en dos dimensiones; y

un segundo mondmero genéticamente condensado con dicho primer monémero, en el que el segundo
monémero es un monomero de un segundo ensamblaje oligomérico que tiene un eje de simetria rotacional de
orden 2,

los primeros mondémeros de los protdmeros se ensamblan en dichos primeros ensamblajes oligoméricos y los
segundos mondémeros de los protdmeros estan ensamblados en dichos segundos ensamblajes oligoméricos,
estando dicho eje de simetria rotacional de dichos segundos ensamblajes oligoméricos de orden 2 alineado
con uno de dicho grupo de ejes de simetria rotacional de orden 2 de uno de dichos primeros ensamblajes
oligoméricos con dos protémeros dispuestos simétricamente alrededor.

8. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el segundo ensamblaje oligomérico pertenece a un
grupo puntual diédrico de orden 2 o a un grupo puntual ciclico de orden 2.

9. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8, en el que los protdmeros son homoélogos o heterdlogos
con respecto a los monémeros.

10. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que los protémeros son homaélogos con respecto a los
monomeros y el segundo ensamblaje oligomérico es un ensamblaje oligomérico heterélogo de dichos segundos
monomeros y de terceros mondémeros, comprendiendo ademas dicha capa proteica dichos terceros mondmeros
ensamblados con dichos segundos mondmeros en dicho segundo ensamblaje oligomérico.

11. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que los terceros monémeros son monémeros que
tienen un sitio de unién capaz de unir la biotina o un péptido, y dichos segundos monémeros son aptameros que son
capaces de unirse a dicho sitio de unién.

12. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dichos terceros mondmeros son estreptavidina
y/o dichos segundos monémeros son Streptag | (SEC ID N° 3).

13. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que los protémeros son heterélogos con respecto a
los mondmeros y la capa proteica comprende protémeros proteicos de dos tipos,
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comprendiendo el primer tipo de protdbmero un primer mondémero que es un mondémero de dicho primer ensamblaje
oligomérico que pertenece a un grupo puntual diédrico de orden 0, en el que O es igual a 3, 4 o 6, condensado
genéticamente con un segundo mondémero que es un mondémero de dicho segundo ensamblaje oligomérico, siendo
dicho segundo ensamblaje oligomérico un ensamblaje oligomérico heterdlogo perteneciente a un grupo puntual
ciclico de orden 2, y

comprendiendo el segundo tipo de protdmero un tercer monémero que es un monodmero de dicho segundo
ensamblaje oligomérico genéticamente condensado con un cuarto monémero que es un monémero de un tercer
ensamblaje oligomérico, perteneciendo dicho tercer ensamblaje oligomérico a un grupo puntual diédrico de orden 2
0 O.

14. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 13, en el que dicho tercer ensamblaje oligomérico pertenece
a un grupo puntual diédrico de orden O, siendo dicho tercer ensamblaje oligomérico el mismo que dicho primer
ensamblaje oligomérico.

15. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que las entidades
moleculares estan fijadas por medio de uno de:

siendo un componente de la capa proteica un marcador de afinidad, estando las entidades moleculares
fijadas a los respectivos marcadores de afinidad;

comprendiendo la entidad molecular una proteina que tiene un marcador de afinidad peptidico fijado a un
componente de la capa proteica;

comprendiendo la entidad molecular una proteina y tanto un componente de la capa proteica y la entidad
molecular tienen marcadores de afinidad respectivos fijados; o

estando las entidades moleculares condensadas genéticamente dentro de un componente de la capa
proteica.
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