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DESCRIPCION
Presentacion en fagos de pVII
Antecedentes de la invencion

El uso de enfoques combinatorios para la identificacion, caracterizacion y modificacion de proteinas, ha sido
altamente exitoso tanto en la investigacion como en el desarrollo académico y comercial. A este respecto, la
tecnologia de presentacidon en bacteriéfagos filamentosos, o fagos, ha preparado el terreno siendo la primera
plataforma de colecciones y todavia rige como la tecnologia dominante. Por tanto, la presentacion en fagos se aplica
ampliamente tanto en el descubrimiento de proteinas basico como aplicado, asi como en el desarrollo tanto de
diagndsticos basados en proteinas novedosos como de tratamientos, ya que son la clase de compuestos que crecen
mas rapidamente en todo el mundo.

El principio de la tecnologia de presentaciéon en fagos se basa en la unién de genotipo - fenotipo ofrecida por la
propiedad de que cada virién sélo presentara sobre su superficie las mismas proteinas que se codifican por el
genoma encapsulado por su cubierta proteica. La propia particula de fago es altamente resistente a una variedad de
condiciones fisioquimicas; por tanto la presentacién en fagos ofrece una versatilidad superior en muchos regimenes
de seleccion en comparacion con las tecnologias combinatorias competitivas.

Se ha logrado la presentaciéon en fagos de polipéptidos heterélogos usando las cinco proteinas estructurales de la
cubierta de fagos filamentosos, pero soélo la presentacion en plll y en cierta medida en pVIIl han alcanzado un uso
generalizado (Figura 1).

Cuando la fusién heteréloga es s6lo un péptido corto, se prefieren los sistemas de presentacién multivalentes que
usan vectores basados en genoma de fago, mientras que para fusiones mas grandes que requieren dominios
plegados la mayoria de las aplicaciones se beneficiaran de los sistemas fagémidos. En el dltimo caso, la
presentacion en fagos de plll-anticuerpo estd dominando, con mucho, el campo, pero estan emergiendo estructuras
alternativas en la actualidad, continuando con la necesidad de expansiéon de las herramientas de ingenieria de
proteinas del futuro. Para muchas aplicaciones, sera altamente ventajoso poder fabricar, especificamente y de
manera controlada, particulas de fagos biespecificas en las que méas de una de las proteinas de la cubierta presente
un péptido de fusion en el contexto de la misma particula de virus. Ademas, un sistema de este tipo no debe
interferir con los enfoques de presentaciones ya establecidos y en particular con la presentacion en plil y pVIII.

Endemann y Model, 1995 (PMID: 7616570), informaron de que la proteina de la cubierta menor pVII no estaba
accesible en el fago intacto y que pVII no era funcional con otra proteina fusionada a su extremo N-terminal. Por
tanto, este informe concluy6 que pVII no se puede usar para la presentacién en fagos.

Gao et al, 1999 (PMID: 10339535) y la solicitud de patente WO0071694, describen la presentacién en fagos de
péptidos heterdlogos en pVIl usando la marca de octapéptido FLAG, asi como presentaciéon en fagos simultanea en
pVIl y pIX para generar polipéptidos heterodiméricos funcionales que albergan topologias de plegado complejo
(anticuerpo Fv). Estos autores quisieron desarrollar un medio alternativo para la presentacion de anticuerpos. Las
proteinas de fusion pVIl y pIX se expresaron a partir de un fagémido empleando una constelacién bicistrénica, por lo
que las particulas de fagos funcionales resultantes contuvieron inevitablemente varias cantidades de proteinas de
fusién pVIl y pIX debido a la complementacién por la proteina pVII y pIX natural donada desde el genoma del fago
colaborador. Como se menciona anteriormente, se habia sugerido previamente que pVIl y pIX no eran funcionales
con otra proteina fusionada a sus extremos N-terminales, y Gao et. al. dieron dos posibles motivos para su éxito,
solas o por la combinacion de ambas.

Un posible motivo era que una secuencia lider procariota (secuencia sefial) se unié de forma N-terminal a las
proteinas de fusién, garantizando asi la direccion de la proteina recombinante al espacio periplasmico y de este
modo evitd la acumulacion en el citoplasma. Otro posible motivo era que las proteinas recombinantes se expresaron
a partir de un fagémido, no de un genoma de fago como por Endemann y Model, por tanto las pVIl y pIX naturales
del fago colaborador que necesitaban inevitablemente un rescate de fagémido complementaron las proteinas de
fusién pVIl y pIX recombinantes, preservando asi la funcionalidad natural que de otro modo se podia haber perdido
debido a la modificacién recombinante. Es decir, los fagos comprenderian una mezcla de proteinas de fusion y
naturales. Los autores mencionan que el formato de presentacion de pVIl-pIX seria particularmente util para la
presentacién combinatoria de las matrices heterodimeras, que, por motivos desconocidos, parece proporcionar un
enriquecimiento de gran alcance particular durante los protocolos de fijacion. Los autores no prevén el uso de pVll
como Unica proteina de presentacion (como genoma de fago o fagémido) o el uso de la presentacion de pVIl en
combinacién con la presentacion de otra proteina de la cubierta (diferente de plIX) para lograr una presentacion
biespecifica.

Kwasnikowski et al. (PMID: 16277988) describi6é una fusion genéticamente estable de fragmentos de scFv al gen VI
directamente en el genoma del fago. Es decir, los fagos resultantes no comprendian proteina pVIl nativa, y la
presentaciéon de pVIlI era multivalente. Los autores especularon que uno de los motivos para una presentaciéon de
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pVIl exitosa en el formato de genoma de fago es que soportaban el gen de fusidén con una secuencia sefial
procariota que dirige la proteina de fusion al espacio periplasmico. Los autores argumentaron que la Unica
caracteristica de su sistema es que los fagos que presentan pVIl llevan la proteina de la cubierta menor plll natural,
no modificada. Puesto que se ha informado de que se requieren multiples copias de plll funcional para una infeccion
de células huésped, la presencia de plll natural de la superficie del fago puede facilitar la recuperacién de los
anticuerpos seleccionados con mayor diversidad. Por tanto, los autores no prevén la presentacion biespecifica, ni
prevén la presentacion de pVIl sin una secuencia sefial procariota dirigida al espacio periplasmico.

Khalil et al (PMID: 17360403) describe una aplicacion que se aprovecha de la caracteristica de un viriébn de fago
filamentoso biespecifico en el que se presenta un péptido exdgeno en cada punta distal del mismo virién. Lograron
esto usando la combinacion de un vector de genoma de fago plll comin que complementa un fagémido de
presentacion de pIX. En este ajuste, el vector de genoma de fago sirvi6 como fago colaborador en el rescate del
fagémido, recordando de este modo el enfoque descrito en el presente documento de crear un virion de fagémido
biespecifico rescatando un fagémido de presentacion de plll por el uso de un genoma de fago colaborador
modificado pVII. Ademas, los viriones biespecificos de Khalil et al presentan una fusion de péptido-plll que permite
una biotinilacion controlada de su virién. Sin embargo, existen varias caracteristicas que diferencian entre estas dos
vias de obtencion de un virién biespecifico, asi como de obtencién de una biotinilacion de virién definida, lo que las
hace Unicas entre si.

El documento WO 2004/050871 divulga una mezcla de proteinas de fusion que contienen dominios de interaccion
mutua, usados para identificar los agentes de unién especificos donde cada proteina incluye una secuencia de
localizacién para translocacion a través de la membrana citoplasmica. La capside del fago de la mezcla se elige de
las capsides de M13 plil, pVI, VIl 'y pVIII.

En primer lugar, el enfoque de Khalil et al no se puede usar en combinacién con la presentacion de fagémido de plll,
ya que el su vector de genoma de fago el que porta su fusiébn de plll, por tanto no se puede obtener
biespecificamente en el rescate de fagémido y también seria muy probablemente perjudicial para la funcionalidad de
ambas fusiones de plll.

En segundo lugar, y como también sefialaron los propios autores, las modificaciones de pIX gendmicas no se
consideran como una estrategia viable debido a la superposicién de genes en el genoma del fago, por tanto no
prevén ni especulan sobre realizar ningin genoma de fago colaborador modificado que se pueda usar para el
rescate de fagémido plll (o pVIll) y de este modo donar una caracteristica fenotipica definida a ambas puntas
distales del mismo virién. Khalil et al no mencionan nunca el uso de pVII modificada en presentacién del genoma de
fago o bien de fagémido.

En tercer lugar, Khalil et al no especulan en la modificacion de un (nico genoma de fago para lograr un virién
biespecifico, aprovechando la modificacion simultanea de mas de un gen de capside dentro del mismo genoma.
Simplemente usan una presentacion de péptidos plll estandar a través de un vector de genoma de fago
comercialmente disponible.

En cuarto lugar, Khalil et al sélo preparan viriones biespecificos que presentan péptidos cortos, no dominios
plegados, y nunca especulan sobre aprovechar dicha presentacion en, o ambas proteinas de capside modificadas.

En quinto lugar, Khalil et al logran una biotinilacién especifica de sitio de su péptido presentado plll a través de una
conjugacion quimica in vitro, no por una reaccidén enzimatica in vitro o bien in vivo. Los autores nunca previeron una
biotinilacion mediada por enzimas de un resto presentado presentando un sustrato enzimatico tal como AviTag.
Finalmente, Khalil et al. no muestra ninguin tipo de presentacién sin el uso de una secuencia sefial N-terminal.

Sumario de la invencion

Un objetivo de la presente invencién es proporcionar una estructura alternativa para péptidos presentados en fagos
filamentosos.

Un primer aspecto de la invencion es un genoma de fago o un fagémido que comprende un &cido nucleico que
codifica una proteina de fusién que comprende la proteina de la cubierta menor del fago filamentoso pVII, dicha
proteina de fusién no comprende una secuencia sefial N terminal y por tanto es una fusién directa a un péptido
exogeno.

Otro aspecto de la invencion se refiere a acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusién de la invencion.

Un aspecto de la invencion se refiere a fagos filamentosos que comprenden las proteinas de fusion de la invencion.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una coleccién de fagos filamentosos.
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Un aspecto de la invencién se refiere a un sistema de presentacion en fagos que comprende un fagémido y un fago
colaborador, en el que el fago colaborador comprende un acido nucleico que codifica las proteinas de fusion pVIl de
la invencion.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un sistema de presentacién en fagos que comprende un fagémido y un
fago colaborador, en el que el fagémido comprende un &cido nucleico que codifica las proteinas de fusion pVIl de la
invencion.

Un aspecto se refiere a un kit que comprende un sistema de presentacion en fagos que comprende un fagémido y
un fago colaborador, en el que el fago colaborador comprende un acido nucleico que codifica las proteinas de fusion
pVIl de la invencion.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1

Dibujo esquematico de la estructura del fago filamentoso. El virion se construye por cinco proteinas estructurales
que cubren una molécula de ADN monocatenaria. En el fago natural (wt) existen aproximadamente 2700 copias de
pVIIl y aproximadamente 3-5 copias de cualquiera de las cuatro proteinas plil, pVI, pVIl y pIX, que se encuentran en
cada punta del virién. El tamafio del virion es dependiente del tamafio del genoma en aprox. 2,3 nucleétidos por
proteina de la cubierta pVIIl y por tanto la longitud de la particula se acomoda por un incremento o una disminucion
en las copias insertadas de pVIll. De forma notable, las estructuras de plll y pVIIl se han caracterizado por difraccién
de rayos X de fibras, cristalografia y RMN. La proteina de la cubierta menor plll contiene tres dominios distintos
separados por regiones ricas en glicina: N1 (se une a TolA), N2 (se une al pilus F) y CT (integrado en el virién y es
importante para un ensamblaje de virién normal).

Figura 2

Optimizacién de codén K12 de E. coli de AviTag™, marca HIS6 y marca FLAG. (A) Comparacion de la secuencia de
ADN AviTag™ comercialmente disponible con el uso del codén K12 de E. coli. Las columnas en rojo son la
secuencia presentada y las columnas en negro son los ajustes de referencia. (B) La linea superior muestra la
AviTag™ original, mientras que la linea inferior muestra la secuencia modificada ajustada de acuerdo con el
resultado en A. (C) péptido FLAG de coddn optimizado. (D) péptido HIS6 de coddn optimizado.

Figura 3

Valoracién de fagos colaboradores modificados comparados con fago colaborador wit.

Figura 4

Analisis ELISA M13K07 AviTag-pVII

Las preparaciones de fago normalizado se mezclaron con perlas de estreptavidina (SA) para absorber viriones
biotinilados y se realizé un ELISA como se describe en el ejemplo 1.

Figura 5

Analisis ELISA que muestra la accesibilidad de la marca FLAG como fusion de pVII en M13K07. Las preparaciones
de fago normalizadas se usaron en el ensayo ELISA. Hay una deteccion de marca FLAG especifica sélo de
M13K07-FLAG tanto para M2 como para M5 MAb. Hay una deteccidon mas fuerte de la marca FLAG por el M5 MAb.
Figura 6

Analisis que muestra la accesibilidad de la marca HIS como fusion de pVII tanto para M13K07 (SEQ ID NO: 31)
como para VCSM13 (SEQ ID NO: 32). Las preparaciones de fago normalizadas se mezclaron con Talon Dynabeads
para absorber los viriones marcados con HIS6 y se realiz6 un ELISA como se describe en el ejemplo 1.

Figura 7

(A) valoraciones de fagémido de fagémidos que presentan scTcR y scFv-plll mostradas como cfu®R/m. (B):
proporciones de fagémido con respecto a fago colaborador como la proporciéon de la valoracion de fagémido
(cfu®™R/ml) dividida entre la valoracion del fago colaborador (cfu*™*/ml).

Figura 8

Andlisis de ELISA de AviTag de fagémido scTCR que muestra la accesibilidad especifica de AviTag después del
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rescate de fago por Dynabeads recubiertas con estreptavidina. El recuadro muestra el valor de la sefial del fago
colaborador M13K07-AviTag. Se usaron preparaciones de fago normalizadas.

Figura 9

Analisis ELISA que muestra la accesibilidad de la marca FLAG como fusién de pVII en dos fagémidos diferentes,
pFKPDNscTCR Vap4B2A1 (A) y pSEX-scFv anti-phOx (B) por captura de viriones de fagémido por dos anticuerpos
anti FLAG, M2 y M5. Se usaron preparaciones de fago normalizadas.

Figura 10

Andlisis ELISA que muestra la funcionalidad de scTCRplll (A) y scFvplll (B) presentada en viriones derivados de
fagémido con pVIIAviTag. Se usaron preparaciones de fago normalizadas.

Figura 11

Andlisis que muestra la funcionalidad de scTCR (A) y scFv (B) presentada en viriones derivados de fagémido con
marca FLAG y marca HIS6. Se usaron preparaciones de fago normalizadas.

Figura 12
Valoracién de fago genémico fUSE5-scTCRplll con y sin pVIIAviTag.
Figura 13

Andlisis ELISA que muestra la funcionalidad de preparaciones de fago fUSES-AviTag genémicas por captura de
fagos por perlas de estreptavidina seguido de deteccion de fagos unidos por anticuerpos anti M13. Se usaron
preparaciones de fago normalizadas.

Figura 14

Analisis ELISA que muestra la funcionalidad de plll que presenta scTCR en fago gendmico fUSE5 con Avitag-pVII.
Se usaron preparaciones de fago normalizadas.

Figura 15

Dibujo esquematico de los fagémidos de presentaciéon de pVIl novedosos pGALD7 (A) y pGALD7AL (B). El
esqueleto del vector de ambos fagémidos se basé en pSEX81 (SEQ ID NO:29), secuencia a la que se puede
acceder a partir del GenBank con n.° de acceso: Y14584, y los detalles sobre la construccion se describen en
Material y procedimientos. Ambos fagémidos pueden acomodar casetes de secuencias exdgenas en marco
(denominadas E1 y E») por medio de un intercambio de casetes sencillo de las porciones Ncol/Hindlll y Miul/Notl
respectivamente. Los casetes se conectan por una secuencia enlazadora sintética que varia entre las diferentes
construcciones descritas en el presente documento. Abreviaturas: lacPO, promotor lac; sd, secuencia Shine-
Dalgarno; pelB, secuencia sefial de pectato liasa bacteriana; TP, sitio de proteasa tripsina; t, T7 terminador
transcripcional.

Figura 16

Valoraciones de fagémidos de scFv anti-phOx (SEQ ID NO:26) presentadas de pGALD7AL (pVIIAL), pGALD7 (pVlI),
pSEX81 (plll) y pSEX81AL (plli*h).

Todos los fagémidos albergan un marcador de resistencia a ampicilina, por tanto las valoraciones se muestran como
unidades formadoras de colonias resistentes a ampicilina por milimetro de solucién (cfuampR/mI).

Figura 17

ELISA especifica de antigeno (phOx-BSA) que compara la presentacion funcional de scFv anti-phOx (SEQ ID
NO:26) entre pVIl y plll, y con y sin secuencia sefial (AL). Se llevé a cabo el ELISA como se describe en materiales y
procedimientos y la entrada de la valoracién fue de 2x 10" cfu®R/ml para todas las muestras, excepto para
pGALD?7 (pVII), para la que se usé no diluido (correspondiente a 1,1x 10’ cfu®™*/ml). El anti-M13™%" es un control
negativo en adsorcion inespecifica de la deteccion del virion MAb para el antigeno y bloque.

Figura 18

(A) valoraciones de fagémidos de scFv anti-phOx presentadas de pGALD7AL (pVIIAL), pGALD?7 (pVIl), pSEX81 (plll)
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y pSEX81AL (pIIIAL) mostradas como cfu®™*/mi. (B). proporciones de fagémido con respecto a fago colaborador

como la proporcion de la valoracion de fagémido (cfuampR/mI) dividida entre la valoracion del fago colaborador
(cfuka”R/mI). En empaquetado del virién se realiz6 como un rescate de fagémido estandar como se describe en
materiales y procedimientos (-), 0 con una concentracion final de IPTG 0,1 mM presente después de superinfeccion
en ambos Ay B.

Figura 19

ELISA especifico de antigeno (phOx-BSA) que compara la presentacién funcional de scFv anti-phOx pVII con y sin
secuencia sefial (AL) y con y sin induccién de IPTG (0,1 mM) de la expresion de la fusion de pViIl. Se llevo a cabo el
ELISA como se describe en materiales y procedimientos y la entrada de la valoracién fue de 2x 10" cfu®™R/m| para
pGALD7AL (pVIIAL), mientras que se usé el pGALD7 gPVII) no diluido (correspondiente a 2,0x 10° y 1,1x 10’
cfu®™R/ml sin y con IPTG, respectivamente). El anti-M13 RP es un control negativo en adsorcioén inespecifica de la
deteccién del viribn MAb para el antigeno y bloque.

Figura 20

ELISA especifico de antigeno que compara la presentacién funcional de scTCR (A) y scFv-anti-NIP (B) pVII con y
sin secuencia sefial (AL). Se llevé a cabo el ELISA como se describe en materiales y procedimientos usando
volimenes iguales en sobrenadante aclarado no diluido. El anti-M13™" es un control negativo en adsorcién
inespecifica de la deteccion del virion MAb para el antigeno y bloque. En (A), se uso6 el anticuerpo GB113 especifico
de clon para el receptor de linfocitos T 4B2A1 (Bogen et al, PMID: 1700755) como antigeno sustituto que sustituye el
ligando afin I-E/A2%"° al scTCR Vap4B2A1 (Loset et al, PMID: 17925331).

Figura 21

(A) valoraciones de fagémidos del scTCR Vap4B2A1 y el scFv anti-NIP (SEQ ID NO: 27) presentadas de pGALD7AL
y pPGALD7 usando un rescate de fagémido estdndar como se describe en materiales y procedimientos. (B)
proporciones de fagémido-a-fago colaborador de las mismas muestras que en (A).

Figura 22

(A) Densidad celular de los respectivos cultivos de E. coli al final de la medida de protocolo de empaquetado del
virion como densidad 6ptica (DO) a Asoonm. De forma notable, todos los cultivos se iniciaron a una densidad idéntica
de Asoonm 0,025 y se superinfectaron con M13K07 a MOI5 cuando se alcanz6 Asoonm 0,1. A continuacion, se dejo que
prosiguiera el empaquetado ON a 30 °C antes de medir la DO del cultivo final.

Descripcion detallada de la invencion

Cabe destacar que los modos de realizacién y las caracteristicas descritas en el contexto de uno de los aspectos de
la presente invencién también se aplica a los otros aspectos de la invencién.

Aqui se presenta un concepto novedoso, en el que la proteina de la cubierta estructural pVIl del virién del fago
filamentoso fago se altera genéticamente de modo que la versién modificada codifique una marca de secuencia N
terminal. Dependiendo de qué tipo de marca esté fusionada a pVII, a los viriones se les da la propiedad de deteccion
de marca especifica, asi como de vias de purificacion e inmovilizacion flexibles como propiedad inherente del
sistema. El enfoque es directamente compatible con todos los sistemas de presentacion de plil y pVIlI existentes
donde se aplican vectores de fagémidos basados en genoma de fagos, incluyendo una nueva generacion de
coleccién en pVIl. Por lo tanto, el concepto ofrece una expansion sin precedentes de la ya alta versatilidad de la
tecnologia de presentacion en fagos.

El informe actual muestra por primera vez que el genoma del fago filamentoso tolera una modificacion de péptido N
terminal, que no alberga una secuencia sefial, de pVII sin interferir con la viabilidad y funcionalidad del fago. Esto era
cierto para ambos genomas M13K07 (SEQ ID NO: 31), VCSM13 (SEQ ID NO: 32) y fUSES (SEQ ID NO: 30) asi
como los fagémidos y puesto que la secuencia y la conservacion fenotipica entre las diversas cepas de fago son
muy altas, esto se aplica de la forma mas probable a todos los fagos filamentosos.

Una de las fusiones pVII elegidas fue una version optimizada de coddn procariota de la AviTag, un péptido que es el
sustrato BirA mas eficaz informado hasta la fecha. Combinando esta presentacién peptidica de pVIl con la
presentacién de plll, se muestra que se producen viriones biespecificos. Esto es cierto para el vector basado en el
genoma de fago fUSES (SEQ ID NO: 30) y de la presentacion basada en fagémidos cuando se rescata con un fago
colaborador modificado M13K07. Es facilmente concebible que esta naturaleza biespecifica se pueda usar en
combinacion con la presentacion de pVIIl. En particular en el caso de viriones derivados de fagémidos, el nivel de
biotinilacion endégena era muy bajo.
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Sin embargo, si son deseables niveles altos de biotinilacion, esto se puede lograr facilmente por biotinilacion in vitro
de este viridn, asi como por el uso de biotinilacién in vivo por medio del uso de la cepa AVB100FmkIl de E. coli F-
positiva novedosa.

Por tanto, el concepto actual permite la combinacion de tecnologia de avidina-biotina (y otros sistemas de captura)
tanto con plataformas de presentacion en fagos dominantes (fago y fagémido) como con sistemas de presentacion
(plll'y pVIII). Permite una union especifica de sitio, controlada, del resto de biotina a la particula de fago sin interferir
con la fusion de plll y/o pVIll, garantizando por tanto la preservacion de la funcionalidad. El sistema es directamente
compatible con las plataformas existentes sin modificaciones adicionales, dando solo la opcién de uso o no.

En conclusion, los viriones tanto derivados de genoma como derivados de fagémido pueden tolerar la modificacion
de pVIl, proporcionando viriones con funcionalidad y viabilidad aparentemente normales.

Proteina de fusién pVII

En un aspecto, la presente invencion proporciona un genoma de fago o un fagémido que comprende un &cido
nucleico que codifica una proteina de fusién que comprende la proteina de la cubierta menor de fago filamentoso
pVIl, comprendiendo dicha proteina de fusion una fusiéon de un péptido exdgeno al extremo N terminal de pVIl. Una
proteina de fusiodn de este tipo es util, por ejemplo, en el contexto de presentacion en fagos.

Cuando se hace referencia a un péptido exégeno, lo que quiere decir es un péptido que no es parte originalmente de
la proteina pllil, pVIl o pVIll con o sin cualquier aminoacido enlazador al extremo N terminal de la parte de
aminoacido de plll, pVIl o pVIIl de la proteina de fusién. En un modo de realizacion preferente, la proteina de fusién
no comprende una secuencia sefial N terminal. Como se usa en el presente documento, el término péptido engloba
tanto péptidos cortos, polipéptidos, proteinas como fragmentos de los mismos.

El término proteina plll se refiere a la secuencia de aminoacidos divulgada en SEQ ID NO 2.

En un modo de realizacién, la proteina plll comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de secuencia
de al menos un 80% con la de SEQ ID NO 2, al como una identidad de un 80 %, una identidad de un 81 %, una
identidad de un 82 %, una identidad de un 83 %, una identidad de un 84 %, una identidad de un 85 %, una identidad
de un 86 %, una identidad de un 87 %, una identidad de un 88 %, una identidad de un 89 %, una identidad de un 90
%, una identidad de un 91 %, una identidad de un 92 %, una identidad de un 93 %, una identidad de un 94 %, una
identidad de un 95 %, una identidad de un 96 %, una identidad de un 97 %, una identidad de un 98 %, o una
identidad de un 99 %.

El término pVIII proteina de fusién se refiere a una proteina pVIll, o fragmentos de la misma, fusionada a un péptido
exogeno.

El término proteina pVIlI se refiere a la secuencia de aminoacidos en SEQ ID NO 3.

En un modo de realizacion, la proteina pVIIl comprende la secuencia de aminoacidos con una identidad de
secuencia de al menos un 80% con la de SEQ ID NO 3, al como una identidad de un 80 %, una identidad de un 81
%, una identidad de un 82 %, una identidad de un 83 %, una identidad de un 84 %, una identidad de un 85 %, una
identidad de un 86 %, una identidad de un 87 %, una identidad de un 88 %, una identidad de un 89 %, tal como una
identidad de un 90 %, una identidad de un 91 %, una identidad de un 92 %, una identidad de un 93 %, una identidad
de un 94 %, una identidad de un 95 %, una identidad de un 96 %, una identidad de un 97 %, una identidad de un 98
%, 0 una identidad de un 99 %.

El término proteina pVIl se refiere a la secuencia de aminoacidos en SEQ ID NO 1.

En un modo de realizacién, la proteina pVII comprende el aminoacido con una identidad de secuencia de al menos
un 80% con la de SEQ ID NO 1, al como una identidad de un 80 %, una identidad de un 81 %, una identidad de un
82 %, una identidad de un 83 %, una identidad de un 84 %, una identidad de un 85 %, una identidad de un 86 %,
una identidad de un 87 %, una identidad de un 88 %, una identidad de un 89 %, una identidad de un 90 %, una
identidad de un 91 %, una identidad de un 92 %, una identidad de un 93 %, una identidad de un 94 %, una identidad
de un 95 %, una identidad de un 96 %, una identidad de un 97 %, una identidad de un 98 %, o una identidad de un
99 %.

Identidad de secuencia

Como se define cominmente "identidad" se define aqui como identidad de secuencia entre genes o proteinas al
nivel de nucleétido o aminoacido, respectivamente.

Por tanto, en el presente contexto "identidad de secuencia" es una medida de identidad entre proteinas al nivel de
aminoacido y una medida de identidad entre acidos nucleicos a nivel de nucleétido. La identidad de secuencia de
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proteinas se puede determinar comparando la secuencia de aminoacidos en una posicidon dada en cada secuencia
cuando se alinean las secuencias. De forma similar, la identidad de secuencia de acidos nucleicos se puede
determinar comparando la secuencia de nucleétidos en una posicién dada en cada secuencia cuando se alinean las
secuencias.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de acidos
nucleicos, se alinean las secuencias con fines de comparacion 6ptima (por ejemplo, se pueden introducir huecos en
la secuencia de una primera secuencia de aminoacido o de acido nucleico para una alineacién 6ptima con una
segunda secuencia de aminoacido o de acido nucleico). A continuacién, se comparan los residuos de aminoacidos o
nucleétidos en las posiciones de aminoacidos o de nucledtidos correspondientes. Cuando una posicion en la primera
secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminoacido o nucleétido que la posicion correspondiente en la
segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. El porcentaje de identidad entre las dos
secuencias es una funcidon del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de
identidad = n.° de posiciones idénticas/n.° total de posiciones (por ejemplo, posiciones superpuestas) x 100). En un
modo de realizacion, las dos secuencias son de la misma longitud.

Se pueden alinear manualmente las secuencias y contar el nUmero de aminoéacidos idénticos. De forma alternativa,
la alineacion de dos secuencias para la determinacion del porcentaje de identidad se puede llevar a cabo usando un
algoritmo matematico. Un algoritmo de este tipo se incorpora en los programas NBLAST y XBLAST de (Altschul et
al. 1990). Las busquedas de nucleétidos con BLAST se pueden realizar con el programa NBLAST, puntuacion =
100, longitud de la palabra = 12, para obtener secuencias de nucleétidos homélogas a las moléculas de acido
nucleico de la invencion. Las blsquedas de proteinas con BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST,
puntuacion = 50, longitud de palabra = 3 para obtener secuencias de aminoacidos homdlogas a una molécula de
proteina de la invencion. Para obtener alineaciones con huecos con fines de comparacion, se puede utilizar el
programa Gapped BLAST. De forma alternativa, se puede usar PSI-Blast para realizar una bisqueda iterada que
detecte las relaciones distantes entre moléculas. Cuando se utilicen los programas NBLAST, XBLAST y Gapped
BLAST, se pueden wusar los parametros por defecto de los programas respectivos. Véase
http://www.ncbi.nim.nih.gov. De forma alternativa, la identidad de secuencia se puede calcular después de que las
secuencias se hayan alineado, por ejemplo, por el programa BLAST en la base de datos EMBL
(www.ncbi.nlm.gov/cgi-bin/BLAST). En general, para la alineacién se pueden usar los ajustes por defecto con
respecto a, por ejemplo "matriz de puntuacion” y "penalizacién por hueco". En el contexto de la presente invencion,
los ajustes por defecto BLASTN y PSI BLAST pueden ser ventajosos.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede determinar usando técnicas similares a las descritas
anteriormente, dejando o sin dejar huecos. Al calcular el porcentaje de identidad, sélo se cuentan las coincidencias
exactas.

Proteinas plegadas

En un modo de realizacion preferente, el término péptido se refiere exclusivamente a proteinas plegadas tales como
los dominios derivados de anticuerpos. El destinatario experto reconocera que las proteinas plegadas pueden ser
anticuerpos o fragmentos de los mismos, que cubren Fv, scFv, Fab, dominios individuales, dominio Z de proteina A
(Affibody), anquirina o fragmentos de la misma, receptor de linfocitos T o fragmento del mismo, MHC clase | y II,
fibronectina o fragmento de la misma, avimeros, anticalinas, dominios PDZ, IgNAR o fragmento del mismo, CTLA4 o
fragmento del mismo, ImmE7, Knotinas , GFP y otros fluoréforos biolégicos codificados por genes.

En principio, se puede realizar una coleccién de cualquier cosa siempre y cuando se pueda presentar, por tanto, al
mas alto nivel solo se puede separar entre algo que solo tiene una configuracién no estructurada, en comparacion
con una estructura ordenada, esto es, un pliegue.

En otro modo de realizacion preferente, el término péptido se refiere exclusivamente a péptidos cortos entre de 2 a
50 aa. En cierta extension, un péptido helicoidal aleatorio corto sera lo suficientemente largo para adoptar un pliegue
secundario o terciario definido y por tanto, entra en la definicién de dominio plegado. Obviamente, esto dependera
de la composicion quimica, por tanto, un péptido de 20 aa aln sera una espiral aleatoria, mientras que otro péptido
de 20 aa puede estar plegado y por tanto entrar en la definicién de dominio plegado.

En otro modo de realizacion preferente, la proteina de fusién pVIlI de la invencién comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en pos. 1-33, 2-33, 3-33, 4-33 y 5-33 de SEQ ID NO:1.

SEQ ID NO:1 (MEQVADFDTIYQAMIQISVVLCFALGIIAGGQR) es la secuencia de aminoacidos de la proteina de
cubierta estructural pVII del fago filamentoso (pVII natural). Lo méas preferentemente, la proteina de fusion pVIl
comprende las posiciones 1-33 de SEQ ID NO:1.

Secuencia sefal

Preferentemente, el péptido exdgeno se fusiona directamente con o sin cualquier aminoacidos enlazador al extremo
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N terminal de la secuencia pVIl de la proteina de fusiéon. Aln en otro modo de realizacién preferente, la proteina de
fusion pVII no comprende una secuencia lider N terminal.

El término "secuencia lider" se usa de manera intercambiable con los términos "péptido sefial" y "secuencia sefial", y
se refiere a una secuencia de aminoacidos que dirige la proteina (de la que es parte la secuencia lider) al espacio de
membrana periplasmica de bacterias gram negativas. Son ejemplos de secuencias lider usadas pelBss, OmpAss,
TorAss, malEss, phoAss, lamBss, Blass, y DspAss, mglBss, sfmCss, tolBss y TorTss. Se sabe que dichas
secuencias sefial dirigen la proteina completa hacia la maquinaria secretora de E.coli que se sabe que incluye al
menos la translocacién dependiente de SRP, dependiente de SEC, dependiente de TatABC o dependiente de YidC
desde el citosol al espacio periplasmico (Baneyx et al. PMID: 15529165). Por tanto, el término secuencia sefial N
terminal se refiere a una secuencia sefial que esta en la parte N terminal de la proteina.

Las secuencias sefial que albergan la propiedad de dirigir una proteina (de la que es parte) a la maquinaria
secretora de E. coli y por lo tanto translocarla del compartimento citosélido al periplasmico se pueden identificar
parcialmente por medio de firmas, o motivos, definidos por la propiedad quimica de su composicion de aminoacidos.

Sin embargo, la variedad de la secuencia sefial funcional existente es hasta el momento superior al conocimiento
actual en su identificacién, por tanto el estado de la técnica actual al definir un péptido como una secuencia sefial
afin se realiza tipicamente por medio de extraccién de datos usando datos basados en el conocimiento basados
como moldes por, por ejemplo, metodologia heuristica o red neuronal. Existen varias de dichas herramientas
disponibles para la comunidad por medio de canales de acceso abiertos como los actuales, tales como SignalP,
PPSEARCH de PROSITE (EMBL-EBI), SecretomeP, TatP.

El reto es aun mayor con la clase de proteinas secretoras, en el sentido de que se exportan del compartimento
citosolico, que se desvia de las normas de modo que no se puede identificar ningin motivo de secuencia sefial, pero
a través de la extraccion de datos también se pueden definir aqui caracteristicas de secuencia sefial u obtener la
probabilidad de la capacidad secretora de la proteina eucariota en cuestion. Hasta el momento, no existe dicha
herramienta para los taxones procariotas.

El Gnico procedimiento actualmente disponible que identifico de forma irrevocable un péptido como secuencia sefial
es, por tanto, por medios experimentales para validar la propiedad de un péptido para establecer si es 0 no una
secuencia sefial real. También es evidente que se puede realizar ingenieria en dichos péptidos de modo que se
puedan alterar las posiciones de aminoacidos dadas en la secuencia sefial, mientras se retiene su funcién como
péptido sefial, por funcionalidad nativa, o bien por funcionalidad alterada, tal como un incremento en la capacidad de
transporte. También se puede emplear delecidon o adicion de aminoacidos. De hecho, dichos analisis e ingenieria se
han realizado con la secuencia sefial de Ff pVIIl, g8pss dirigiendo la ruta Sec, y TorAss dirigiendo la ruta Tat. En
especial, los resultados de Shen et al. pueden servir como directrices bien fundadas para la ingenieria de mutantes
funcionales, pero alterados, de la secuencia sefial de plll y de la secuencia sefial de la pectato liasa bacteriana.

La funcionalidad de una secuencia sefial también se puede subdividir en las dos propiedades siguientes:

1. Dirigir una proteina (de la que es parte) a la maquinaria secretora de E. coli y de este modo translocarla del
compartimento citosolico al periplasmico y en el transcurso de este proceso, separar proteoliticamente desde la
proteina restante por proteasas especificas, tales como peptidasa sefial de lipoproteina, o peptidasas lider.

2. Dirigir una proteina (de la que es parte) a la maquinaria secretora de E. coli y de este modo translocarla desde el
compartimento citosolico al periplasmico y después de la translocaciéon permanecer ain como parte de la proteina.

Aungue la gran mayoria de las secuencias sefial se asignan a la situacién 1) dada anteriormente, queda claro que
estas proteinas se pueden modificar facilmente a la situacién 2). Por lo tanto, cualquier secuencia sefial actualmente
conocida, por ejemplo, una pelBss mutante y otra que pertenezca originalmente a la situacion 1), pero que se alteran
a la situacion 2), aln se considera una secuencia sefial afin.

Ademas, se puede concebir que se altere una secuencia sefial de la situacién 1) a la situacién 2), o bien que se elija
directamente una secuencia sefial que se asigne a la situaciéon 2) y a continuacion, después de la translocacion
retire la secuencia sefial. Esto se puede realizar por proteasas enddgenas del huésped y/o bien en el caso de, por
ejemplo, presentacion en fagos, cuando la proteina se fusiona con una proteina de la capside. A continuacion, se
podria modificar en la region apropiada de la secuencia sefial, o la proteina de la que es parte, un sitio de proteasa
artificial, de modo que se puede realizar una escision definida. Aqui se pueden prever dos tipos diferentes de sitios
de proteasa elegidos:

A. El sitio de proteasa no escinde la proteina de interés, sélo el sitio predicho, tal como, por ejemplo, el sitio
carboxipeptidasa A, o proteasa 3C de rinovirus en combinacién con anticuerpos u otras estructuras de interés, tales
como moléculas del complejo principal de histocompatibilidad o receptores de linfocitos T. Usando este enfoque, se
puede prever, por ejemplo, la presentacién en fagos de la proteina de interés por el uso de una secuencia sefial que
se asigna a la situacion 2) anterior y antes de usar en la seleccion, etc, retirar artificialmente el péptido sefial para
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obtener la funcionalidad y homogeneidad para la fusion de capside.
B. El sitio de proteasa escinde la proteina de interés ademas del sitio modificado, tal como, por ejemplo, tripsina.
Ambas situaciones aun se consideraran como presentacion de fagos dependiente de secuencia sefial.

Complementacion natural

Hasta ahora, se que las fusiones de pVIl sin secuencia sefial no eran funcionales con respecto a la produccion
sostenida de particulas de fago (Endeman et al, 1995; Gao et al, 1999). Por lo tanto, las proteinas de fusion pVII con
un péptido exdgeno fusionado directamente a su extremo N terminal tenian que estar mas complementados por la
proteina wt pVII desde un segundo gen en el genoma del fago o bien por donacioén de un fago colaborador.

El término natural, a veces escrito "wildtype" o wt, es la forma tipica de un organismo, cepa, gen, o caracteristica
como se produce en la naturaleza. Natural (wildtype) se refiere al fenotipo mas comin en la poblacién natural.
Natural también se refiere al alelo en cada locus requerido para producir el fenotipo natural. Natural es el estandar
de referencia para el genotipo y el fenotipo. En biologia, se refiere especificamente a la diferencia ente un organismo
que se produce de forma natural, y uno que se ha mutado deliberadamente. Mutagénesis dirigida a sitio es la técnica
de busqueda que permite la mutacion de nucleétidos especificos en la secuencia génica de un gen natural. Las
proteinas naturales se escriben como wt-(nombre de la proteina) por ejemplo una proteina pVII natural se escribe wt
pVIl, wt-pVIl o pVII natural.

Los presentes inventores han descubierto que dichas proteinas de fusion pVII son, de hecho funcionales y no
necesitan complementarse necesariamente por la proteina wt pVII.

Por tanto, un aspecto de la invencion se refiere a proteinas de fusién pVIl que son funcionales en una presentacion
en fagos sin complementacion por la proteina wt pVII.

Kwasnikowski et al. informaron de proteinas de fusion pVII que no tenian que complementarse por la proteina pViII
natural. Sin embargo, las proteinas de fusion pVIlI de Kwasnikowski et al., comprendian un péptido sefial en el
extremo N terminal del péptido exdgeno. Se asumié que dicho péptido sefial era necesario para dirigir la proteina de
fusion pVII N terminal en el espacio periplasmico y evitar su acumulacién en el citoplasma.

La ausencia de un péptido sefial en el extremo N terminal de la proteina de fusién pVIl tiene varias ventajas.
Normalmente, los péptidos sefial se retiran proteoliticamente y a menudo este proceso no se completa, o que
genera extremos N terminales diferentes de la proteina procesada cuando se expresa una coleccion de proteinas,
introduciendo asi una heterogeneidad aleatoria en el sistema, que puede afectar a la funcionalidad de las proteinas
gue aun albergan el péptido lider lo que da lugar a errores no deseados en la proteina procesada. Esto se previene
cuando no esta presente ningin péptido sefial.

Ademas, cuando se presenta una coleccion de péptidos, algunos de los péptidos pueden evitar o afectar la
proteolisis, que a su vez afectara a la actividad de la proteina presentada y por tanto a la diversidad de la coleccion
funcional. Otra ventaja sorprendente de no incluir un péptido sefial es que la viabilidad y la funcionalidad del fago no
se ven afectadas, al contrario que cuando se usa un péptido sefial. Kwasnikowski et al., informaron de una
valoracion reducida para fagos con la proteina de fusién pVIlI que comprende una secuencia lider (péptido sefial) en
los extremos N terminales.

Péptido ex6geno

En un modo de realizacion, el péptido exdgeno es una marca de afinidad que se une a un objetivo predeterminado.
La marca de afinidad se puede unir, por ejemplo, a un anticuerpo predeterminado. Los pares de marcas de afinidad
y objetivos predeterminados son bien conocidos para el experto en la técnica.

Las marcas de proteinas son secuencias peptidicas injertadas genéticamente sobre una proteina recombinante. A
menudo, estas marcas se pueden retirar por agentes quimicos o por medios enzimaticos, tales como proteolisis o
empalme de inteina. Las marcas se unen a proteinas para varios fines.

Las marcas de afinidad se afiaden a las proteinas de modo que se pueden purificar a partir de su fuente biol6gica en
bruto usando una técnica de afinidad.

Una caracteristica del uso de una marca FLAG N terminal no procesada es que tiene su residuo formil-Met intacto y
por tanto permite la interaccion dependiente de Ca2+ con el anti-FLAG MAb M1. Por tanto, el virion se puede unir
(es decir, inmovilizar) en M1 y liberar, simplemente quelando del catién, por ejemplo, por EDTA, ofreciendo de este
modo una elucion muy leve sin pH extremo que desnaturalice la(s) fusién/fusiones heterologa(s). Al usar el M1
también significa que se puede usar el sistema con otras fusiones de FLAG presentes (C terminal o N terminal
procesado, interno) sin interferencia ya que no se reconocen por M1, o manteniendo simplemente la [Ca2+] baja.
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En un modo de realizacion preferente, el péptido exdégeno de la proteina de fusion pVIl se selecciona del grupo que
consiste en Avitag (SEQ ID NO:A), marca FLAG (SEQ ID NO:9), marca HIS (SEQ ID NO:12), marca HAT, marca
HA, marca c-Myc, marca Strep, marca V5ag, anticuerpo o fragmento del mismo, receptor de linfocitos T o fragmento
del mismo, MHC clase | y Il, anquirina, IgNAR o fragmento del mismo, fibronectina o fragmento de la misma, dominio
Z de proteina A, CTLA4 o fragmento del mismo, ImmE7, GFP y otros fluor6foros biolégicos codificados por genes.

SEQ ID NO:2 (MSGLNDIFEAQKIEWHE) es una secuencia de sustrato de la secuencia del enzima BirA de E.coli
que permite el acoplamiento especifico de sitio mediado por enzima de un resto de biotina a la secuencia del
sustrato. Por tanto, se combinan los recursos de la tecnologia de presentacién en fagos y la tecnologia de avidina-
biotina. Cualquier coleccion de fusién en la que la coleccién no se presente en pVIl, por ejemplo, se puede fraccionar
en primer lugar frente a un objetivo para la identificacion miembros de la coleccion con alta afinidad y a continuacién
inmovilizarse usando unién de biotina a avidina, o una matriz de tipo avidina por medio de la inclusién adicional de la
fusién de pVII en los viriones. De forma alternativa, cualquier colecciéon de fusién en la que la coleccién no esté en
pVIl, por ejemplo, en primer lugar se puede inmovilizar, de forma aleatoria o bien en una matriz predefinida en una
matriz de avidina o de tipo avidina, de manera direccional, controlada seguido de rastreo del objetivo tal como, por
ejemplo, en SEREX, por medio de la inclusién adicional de la fusion de pVIl en los viriones. De forma similar, se
puede detectar cualquier miembro de una coleccion de fusion plll o pVIII de este tipo, en lote o bien como clones
individuales, antes o después de la interaccidn del objetivo por el uso de cualquier complejo indicador de avidina o
de tipo avidina, el término indicador en el presente documento describe, por ejemplo, especie de enzima, de acido
nucleico o fluoréforo sintético o biologico.

En esencia, la misma base que se indica para la AviTag, pero mientras que esta Ultima da como resultado una
inmovilizacién casi irreversible, la HIS6 permite una elucién leve usando imidazol. La marca HIS es compatible con
todas las matrices IMAC disponibles,

En otro modo de realizacion preferente, el péptido exdgeno de la proteina de fusion pVIlI es un miembro de la
coleccién. Una coleccién, como se usa en el presente contexto, se refiere a una coleccion de diferentes péptidos.
Los péptidos pueden ser dominios plegados o péptidos cortos de, por ejemplo, 2-50 aminoéacidos. Dichas
colecciones son de interés porque se pueden usar para identificar nuevos ligandos que se unen a un objetivo dado.
Hay varias ventajas del uso de pVII para presentar una coleccidon en comparacion con colecciones presentadas
usando plll o pVIIl. La presentacion de pVII contiene los mismos recursos que la presentacién con plll con respecto
a la direccionalidad y valencia, pero no afectara a la infectividad, un fenébmeno que se sabe que se produce con la
presentacién de plll, lo que introduce heterogeneidad no controlada y no deseada en el sistema, por ejemplo, en el
rescate después de la seleccién de afinidad. Ademas, se puede lograr la presentacion de pVII sin la necesidad de un
péptido lider N terminal, lo que es un prerrequisito para la presentaciéon tanto de plll como de pVIll. Finalmente,
cualquier especie inmovilizada con el objetivo en la presentacién de plll requiere normalmente la alteracion
(normalmente por elucién competitiva, o de pH alto o bajo) de este enlace objetivo-fago. Por ejemplo, se sabe que
esto dificulta gravemente la recuperacion de fijadores estables o de alta afinidad en la presentacion de plll. Como la
plll requerida para infeccién esté inalterada y facilmente disponible para interacciones alternativas en la presentacion
de pVIl incluso después de la interaccion fago-objetivo, esto elimina completamente la necesidad de alterar el
enlace, por ejemplo por elucién acida, ya que los fagos inmovilizados retienen toda la infectividad y por tanto se
pueden recuperar simplemente por infeccién mientras esta unido al objetivo.

Acido nucleico

Un segundo aspecto de la invencion es un acido nucleico que codifica la proteina de fusién de la invencién. El acido
nucleico puede estar comprendido dentro de un genoma de fago o dentro de un fagémido.

El término acido nucleico se refiere a una macromolécula compuesta de cadenas de nucleétidos monoméricos. En
bioquimica, estas moléculas portan informaciéon genética o forman estructuras dentro de las células. Los acidos
nucleicos mas comunes son acido desoxirribonucleico (ADN) y acido ribonucleico (ARN). Ademas, el término acidos
nucleicos incluye acidos nucleicos artificiales tales como acido péptidonucleico (APN), morfolino y acido nucleico
bloqueado (ANB), asi como acido nucleico glucolico (ANG) y acido nucleico tredsico (ANT). Cada uno de estos se
distingue de ADN o ARN natural por cambios en el esqueleto de la molécula.

Un fagémido o fasmido es un tipo de vector de clonacion desarrollado como un hibrido del fago filamentoso Ff y
plasmidos para producir un vector que se puede propagar como un plasmido, y también se empaqueta como ADN
monocatenario en particulas viricas. De forma similar a un plasmido, se puede usar un fagémido para clonar
fragmentos de ADN e introducirse en un huésped bacteriano por una variedad de técnicas (transformacion,
electroporacion). Sin embargo, la infecciébn de un huésped bacteriano que contiene un fagémido con un fago
‘colaborador’, por ejemplo VCSM13 o M13K07, proporciona los componentes viricos necesarios para permitir la
replicacién del ADN monocatenario y el empaquetado del ADN de fagémido en las particulas de fago.

Fago filamentoso
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Un tercer aspecto de la invencion es un fago filamentoso que comprende la proteina de fusién de la invencion. El
fago filamentoso puede comprender un genoma de fago genoma o un fagémido.

Fago, a menudo denominado bacteriéfago, quiere decir aqui un virus que infecta, que se replica y que se secreta a
partir de una bacteria. Un bacteriéfago filamentoso, o fago filamentoso, es un fago con un genoma de ADN
monocatenario (genoma de ADNmc) que se empagueta con proteinas de la cubierta del fago. La particula de fago
filamentoso secretada tiene fenotipicamente una estructura filamentosa.

El término fago filamentoso, como se usa en el presente documento, engloba tanto viriones derivados de genoma
del fago como viriones derivados de fagémido.

En un modo de realizacién, el fago filamentoso no comprende un gen que codifique la proteina de fusion, ya que la
proteina de fusién puede haber sido donada por un fago colaborador.

El término fago colaborador se refiere a un virus que ayuda a un virus defectuoso separado y no relacionado como,
por ejemplo, un fagémido que en si mismo no es un genoma de fago ni un virus funcional, sino simplemente un
plasmido que contiene uno o varios elementos derivados de un genoma de fago, para reproducirse infectando la
misma célula huésped que ya esta ocupada por el virus defectuoso y proporcionar las proteinas que al virus
defectuoso le faltan y que necesita para formar sus viriones de ciclo de vida completo que contienen el fagémido.

En otro modo de realizacion, el fago filamentoso comprende un acido nucleico que codifica la proteina de fusion de
la invencion. El fago filamentoso puede comprender un genoma de fago genoma o un fagémido. Particularmente
preferente es un fago que comprende un genoma de fago que comprende el acido nucleico que codifica la proteina
de fusion de la invencion.

AuUn en otro modo de realizacion, el fago filamentoso de la invencién comprende ademas un gen que codifica la
proteina wt pVII y/o wt pVII. Es decir, el nUmero de proteinas de fusién presentadas por el fago filamentoso se puede
ajustar modulando la proporcion de proteina wt pVII con relacién a proteina de fusiéon pVIl. Un sistema de este tipo
también se puede denominar sistema 77 o sistema 7+7 dependiendo de si la proteina wt pVII se dona desde el fago
colaborador (7+7) o desde un segundo gen en el genoma del fago (77).

AuUn en otro modo de realizacion, el fago filamentoso no comprende el gen de wt pVIl y/o la proteina wt pVIIl. Es
decir, el fago filamentoso s6lo comprende proteina de fusion pVIlI y no comprende proteina wt. pVII.

En un modo de realizacion preferente, el fago filamentoso comprende ademas una proteina de fusion plil o una
proteina de fusion pVIIl. Por ejemplo, se puede presentar una coleccion en plll o pVIIl y la proteina de fusién pVIl se
puede usar para purificacion por afinidad, inmovilizacién o deteccion usando, por ejemplo, avidina o una matriz de
tipo avidina. Preferentemente, el fago filamentoso comprende solamente proteina pIX en forma natural.

Un cuarto aspecto de la invencion es una coleccion de fagos filamentosos de la invencion, presentando dichos fagos
filamentosos péptidos o proteinas exdgenas como fusiones para pllil, pVIl o pVIII.

Una coleccién es una coleccion de fagos filamentosos que presentan péptidos o proteinas como parte de una o mas
proteinas de cubierta de fago filamentoso. Dichas colecciones pueden comprender dos 0 mas fagos que presentan
diferentes péptidos o proteinas.

En un modo de realizacién preferente, los péptidos se presentan simultaneamente en pVIl y plll o bien pVIIl.

En otro modo de realizacion preferente, el péptido exdgeno presentado en pVIl se selecciona del grupo que consiste
en Avitag (SEQ ID NO:4), marca FLAG (SEQ ID NO:9), marca HIS (SEQ ID NO:12), marca HAT, marca HA, marca
c-Myc, marca Strep, marca V5, anticuerpo o fragmento del mismo, receptor de linfocitos T o fragmento del mismo,
anquirina, IgNAR o fragmento del mismo, fibronectina o fragmento de la misma, MHC clase | y Il, dominio Z de
proteina A, CTLA4 o fragmento del mismo, ImmE7, GFP vy otros fluoréforos codificados por genes bioldgicos. En
este modo de realizacion, los péptidos presentados en plll o pVIII son preferentemente miembros de coleccién. En
un modo de realizacion alternativo, los miembros de la coleccion se presentan en pVII, mientras que plll o pVIII
presenta un péptido exdgeno seleccionado del grupo que consiste en Avitag (SEQ ID NO:4), marca FLAG (SEQ ID
NO:9), marca HIS (SEQ ID NO:12), marca HAT, marca HA, marca c-Myc, marca Strep, marca V5, anticuerpo o
fragmento del mismo, receptor de linfocitos T o fragmento del mismo, MHC clase | y Il, anquirina, IgNAR o fragmento
del mismo, fibronectina o fragmento de la misma, dominio Z de proteina A, CTLA4 o fragmento del mismo, ImmE?7,
GFP y otros fluoréforos codificados por genes biolégicos.

Sistema de presentacién en fagos

Un quinto aspecto de la invencién es un sistema de presentacion en fagos que comprende un fagémido y un fago
colaborador, en el que el fago colaborador comprende un acido nucleico que codifica la proteina de fusion pVIl de la
invencion.
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Sistema de presentacion en fagos, técnica de presentacion en fagos, tecnologia de presentacion en fagos o
simplemente presentacion en fagos se refiere a un procedimiento para el descubrimiento y estudio de las
interacciones proteina-proteina, proteina-péptido y proteina-ADN que utiliza bacteri6fago para conectar proteinas
con la informacion genética que las codifica.

Presentacion de proteina o proteina presentada se refiere a una proteina fusionada con una proteina de cubierta de
fago que es accesible para la deteccion o inmovilizacion por un ligando.

Un sexto aspecto de la invencién es un sistema de presentacién en fagos que comprende un fagémido y un fago
colaborador, en el que el fagémido comprende un &cido nucleico que codifica la proteina de fusion pVIl de la
invencion.

Kits

Un séptimo aspecto de la invencién es un kit que comprende un sistema de presentacion en fagos compuesto de un
fagémido y un fago colaborador, en el que el fagémido comprende el &cido nucleico que codifica la proteina de
fusion pVII de la invencioén. El kit debe incluir un fagémido con un gen que codifica pVII con un sitio de clonacion
multiple de forma N-terminal en la regién codificante y un fago colaborador (por ejemplo M13K07, VCSM13 u otro).
El kit se debe suplementar con protocolos para infeccién, expresién, inmovilizacion, seleccion y deteccién de clones
de fago. Los kits también se deben acompafiar con las recetas necesarias para los tampones y los medios para
realizar los ensayos especificos.

Un kit se refiere aqui a una coleccién de reactivos para generar particulas de fago con proteinas de fusion
individuales o biespecificas como una coleccidon de presentacién en fagos o bien como una particula de fago
individual. Un kit puede incluir fagémidos, fagos colaboradores, cepas bacterianas y un protocolo con recetas para
los reactivos y la descripcién de ensayo. Se puede usar un kit para el desarrollo de reactivos de busqueda,
diagndstico y terapéuticos.

Un octavo aspecto de la invencién es un kit que comprende un sistema de presentacion en fagos basado en genoma
de fago, en el que el genoma de fago comprende un acido nucleico que codifica la proteina de fusion pVII de la
invencion.

El kit debe incluir un vector de genoma de fago (M13K07, VCSM13, fUSE5 (SEQ ID NO: 30)) con un gen que
codifica pVII con un sitio de clonacion mdltiple de forma N-terminal en la regién codificante. El kit se debe
suplementar con protocolos para infeccion, expresion, inmovilizacién, seleccién y deteccion de clones de fago. Los
kits también se deben acompafiar con las recetas necesarias para los tampones y los medios para realizar los
ensayos especificos.

Un noveno aspecto de la invencion es un kit que comprende un fago colaborador para la produccién de colecciones
de fagémidos de fusion de plll o clones de fagémidos de fusién de plll individuales con una marca como fusién de
pVIl. El kit debe incluir un fago colaborador (M13K07, VCSM13) con un gen que codifica pVII con secuencia
insertada que codifica a péptido corto adecuado para fines de captura y /o deteccién. El kit se debe suplementar con
protocolos para infeccion, expresion, inmovilizacion, seleccién y deteccién de clones de fago. Los kits también se
deben acompafiar con las recetas necesarias para los tampones y los medios para realizar los ensayos especificos.

Un décimo aspecto de la invencion es un kit que comprende un vector de genoma de fago para generar una
coleccién de genoma de fago para presentacion de proteinas de fusién tanto en plll como en pVII. Un kit de este tipo
debe incluir un vector de genoma de fago (Ff) con genes que codifican tanto PIIl como PVII con mdltiples sitios de
clonacion de forma N terminal en cada una de las regiones codificantes. De forma alternativa, el kit debe contener un
vector de genoma de fago con secuencia insertada de forma N terminal en pVIl que codifica un péptido corto
adecuado para captura y /o deteccidon y un sitio de clonacién multiple de forma N terminal en plll. El kit se debe
suplementar con protocolos para infeccion, expresion, inmovilizacién, seleccién y deteccion de clones de fago. Los
kits también se deben acompafiar con las recetas necesarias para los tampones y los medios para realizar los
ensayos especificos.

Un aspecto de la divulgacion es un procedimiento que comprende las etapas de

a. Proporcionar una coleccion de presentacion en fagos biespecificos, en la que los fagos comprenden un péptido
presentado en una primera posicién y una marca de afinidad en una segunda posicién

b. Seleccionar la coleccion de presentacion en fagos frente a un objetivo
c. Inmovilizar la coleccion de presentacion en fagos frente a un grupo de captura de la marca de afinidad

La invencion se describira ahora con mayor detalle en los siguientes ejemplos no limitantes.
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Ejemplos

EJEMPLO 1. FAGOS COLABORADORES MODIFICADOS CON PEPTIDOS FUSIONADOS A PVIL.

Los fagos colaboradores modificados M13K07 (SEQ ID NO: 31) y VCSM13 (SEQ ID NO: 32), con FLAG-pVII, HIS6-
pVIl, y AviTag-pVIlI pueden mostrar un potencial muy amplio para expandir el uso de tecnologia de presentacion en
fagos, pero es de crucial importancia que los péptidos de fusiébn no comprometan la funcionalidad del fago
colaborador, por lo tanto la valoracién de los fagos es un parametro de verificacion importante. Ademas, los péptidos
fusionados a pVIl deben ser accesibles para la posterior deteccion y / o inmovilizacion. Este ejemplo soporta el
hecho de que ambos fagos colaboradores modificados con pVIl puedan albergar una variedad de péptidos con fines
de deteccion y / o inmovilizacién y que estos péptidos de fusién no afectan a la infectividad de los fagos.

Aunque los resultados preliminares de Endemann y Model (PMID: 7616570) indicaron que la proteina pVIl de la
capside del fago filamentoso (Ff) no tolera las fusiones exdgenas, posteriormente se demostrd que tanto el péptido
basado en fagémido (Gao et al (PMID: 10339535) como el basado en genoma de fago (Kwasnikowski et al (PMID:
16277988) y la presentacion del dominio plegado se pueden permitir como fusiones N terminales para pVIl. En
ambos casos, se enfatiza que la clave para el éxito requirié la direccién periplasmica de la proteina de fusién
afnadiendo una secuencia sefial procariota, o péptido lider, al extremo N terminal de la fusion, dirigiendo asi la fusién
a la ruta SEC del huésped de E. coli.

La presentacion productiva de pVIl sélo se ha mostrado previamente en el contexto de las fusiones N terminales
codificadas en un fagémido que alberga un péptido lider N terminal garantizando el transporte de la pVI
recombinante al compartimento periplasmico (Endeman et al, 1995; Gao et al, 1999).

Sin embargo, se sabe que antes de incorporarse en el virion, wt pVIl se encuentra como proteina de membrana
integral en la membrana interna del huésped de E. coli gram negativa, con su extremo N terminal orientado hacia el
espacio periplasmico. Ademas, como esta unida a esta membrana, la wt pVII madura retiene su grupo formilo amino
terminal (Simons et al, PMID; 6945579), no parece procesarse de forma N terminal por, por ejemplo, las peptidasas
lider periplasmicas, como es el caso con la gran mayoria de las proteinas dirigidas por secuencia sefial que se
encuentran fuera del compartimento citosolico (Baneyx y Mujacic, PMID: 15529165). Como no se puede identificar
un motivo de tipo secuencia sefial evidente en el pVII ORF, su modo de translocacién desde el citosol al periplasma
sigue siendo dificil de alcanzar, pero lo mas probablemente no implica las cuatro maquinarias secretoras principales
identificadas en E. coli, a saber, las rutas SEC, SRP y Tat y YidC (Baneyx y Mujacic, PMID: 15529165; Samuelson
et al, PMID: 10949305). Las estructura del virién de fago filamentoso se muestra en la figura 1.

Reactivos

Se prepararon todos los medios y tampones esencialmente como se describe en Sambrook et al (Molecular cloning:
a laboratory manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press)). El anticuerpo anti-M13-HRP y los anticuerpos M2 y M5
se adquirieron de GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Suecia) y Sigma-Aldrich (Oslo, Noruega),
respectivamente. Las enzima de restriccion (RE) se adquirieron de New England Biolabs (Ipswich, MA, EE.UU.) con
la excepcion de Dpnl, que se obtuvo de Stratagene (LaJolla, CA, EE.UU.). Los oligos de ADN se adquirieron de
MWG Biotech AG (Ebersberg, Alemania). Las perlas magnéticas de estreptavidina Dynabeads MyOne™ vy las perlas
magnéticas de Ni-NTA Talon™ se adquirieron ambas de Invitrogen (Oslo, Noruega). BSA y Tween 20 se adquirieron
de Sigma-Aldrich (Oslo, Noruega). Las ADN polimerasas Pfu Ultra y Phusion se adquirieron de Stratagene (LaJolla,
CA, EE.UU.) y Sigma-Aldrich (Oslo, Noruega), respectivamente. La TMB soluble fue de Chalbiochem.

Cepas bacterianas, fago

Las cepas de E. coli XL1-Blue se adquirieron de Stratagene (LaJolla, CA, EE.UU.). El fago colaborador M13K07 se
adquiri6 de GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Suecia) mientras que VCSM13 (SEQ ID NO: 32) se adquirié
de Stratagene (LaJolla, CA, EE.UU.).

Disefio y mutagénesis in vitro de AviTag™-, HISe-, y FLAG-pVII

Se compard el marco de lectura abierto (ORF) de la AviTag™ (N-MSGLNDIFEAQKIEWHE-C) con el uso de codén
en cepas K12 de E. coli usando el servidor GCUA (http://gcua.schoedl.de/seqoverall.html). Se unié una version
optimizada de codon procariota de la secuencia peptidica de AviTag™ (SEQ ID NO:4) de forma N terminal al pVII
ORF por mutagénesis in vitro QuikChange™ de acuerdo con el protocolo de los fabricantes (Stratagen, LaJolla, CA,
EE.UU.), usando el par de cebadores BirA-pVII_frwd/BirA-pVIl_rev (5
CCGGCTAAGTAACATGTCCGGCCTGAACGATATCTTTGAAGCGCAGAAAATTGAATGGCA
TGAAATGGAGCAGGTC-'3/5'-
GACCTGCTCCATTTCATGCCATTCAATTTTCTGCGCTTCAAAGATATCGTTCAGGCCGGAC
ATGTTACTTAGCCGG-3') (SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6, respectivamente). De la misma manera que se describe
anteriormente, se unieron las versiones optimizadas del codon K12 de E. coli de la marca FLAG (N-DYKDDDDK-C)
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(SEQ ID NO:9) y la marca HISs (N-HHHHHH-C) (SEQ ID NO:12) de forma N terminal al pVIl ORF usando los pares
de cebadores FLAG-pVII-frwd/ FLAG-pVII-rev (5'-
CCGGCTAAGTAACATGGACTACAAAGATGACGATGACAAAATGGAGCAGGTCG-3'/5'-
CGACCTGCTCCATTTTGTCATCGTCATCTTTGTAGTCCATGTTACTTAGCCGG-3') (SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:8,
respectivamente) y HIS6-pVII-frwd/ HIS6-pVIl-rev (5-
CCGGCTAAGTAACATGCATCACCATCACCATCACATGGAGCAGGTCG-3'/5"-
CGACCTGCTCCATGTGATGGTGATGGTGATGCATGTTACTTAGCCGG-3") (SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:11,
respectivamente), respectivamente. Se verificaron las diversas construcciones por secuenciacion de ADN (in-house
ABI lab DNA sequencing core Facility, Dept. Molecular Biosciences, University of Oslo) en todos los casos. Para
garantizar un fondo de vector limpio, se movié un fragmento BsrGl/SnaBl RE que contenia la pVIlI modificada en el
genoma de M13KO07wt o bien VCSM13wt en sitios de RE compatibles usando técnicas estandar. Se introdujeron las
construcciones de ADN en los diversos huéspedes de E. coli por electroporacion. El disefio de cebador se basé en
una alineacion de secuencia de las secuencias M13K07 (secuencia de New England Biolabs) (SEQ ID NO:31) y
VCSM13 (n.° de acceso de GenBank: AY598820) (SEQ ID NO:32) usando ClustalW. La secuencia de las
secuencias mostradas AviTag™, HISe, y FLAG se muestran en la figura 2.

Preparacién de particulas de fago

Se amplificaron los fagos de E. coli XL1-Blue transformado con las construcciones M13K07 (SEQ ID NO: 31),
VCSM13 (SEQ ID NO: 32) esencialmente como se ha descrito (Scott y Smith, PMID: 1696028).

Captura de perlas de SA de viriones biotinilados

Se transfirieron 10 pl/perlas de estreptavidina tube™ a tubos de 1,5 ml limpios y se afiadieron 500 pl de BSA al 2 %
en PBS (p/v). Asimismo, se transfirieron 250 pl de sobrenadante aclarado o la cantidad apropiada de fagos a tubos
de 1,5 ml y se complementaron con 250 ul de BSA al 2 %. A continuacion, se incubaron los tubos durante 1 h a
temperatura ambiente (TA) en una rueda giratoria. A continuacion, se lavaron las perlas 3x inmovilizando las perlas
en primer lugar por el uso de una rejilla magnética de tubos Dynal. Se deseché el sobrenadante y se afiadieron 0,5
ml de PBS que contenia Tween 20 al 0,05 % (PBST) a cada tubo. Se sacaron los tubos fuera de la rejilla y se
agitaron con vértex brevemente antes de reintroducirlos en la rejilla. De nuevo se aclar6 el sobrenadante y se repitié
el lavado dos veces. Se retiraron los tubos de la rejilla y se afiadieron 250 pl del fago bloqueado y se afiadieron 250
pl de PBST a cada tubo. A continuacion, se incubaron los tubos durante 1,5h/TA en una rueda giratoria. Se lavaron
los tubos 3x en PBST como se describe anteriormente. A continuacion, se afiadieron 0,5 ml de PBST que contenia
anti-M13 MAb-HRP (1:2000) a cada tubo y se incubaron los tubos durante 1h/TA en una rueda giratoria. Se lavaron
los tubos 3x en PBST como se describe anteriormente. A continuacion, se afadieron 0,5 ml de ABTS a cada tubo y
se dejaron los tubos en la mesa durante 30 min, antes de colocarlos en la rejilla magnética y se transfirieron 100 pl
de sobrenadante a cintas de ELISA Maxisorp (Nunc, Roskilde, Dinamarca). A continuacién, se midio la absorbancia
a Asosnm Usando un aparato lector de ELISA TECAN.

Ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas de captura de fago (ELISA).

Se absorbieron los anticuerpos M2 y M5 en pocillos de placa de microvaloracién MaxiSorp™ (Nunc, Roskilde,
Dinamarca) en concentraciones de 2,5 a 5 pg/ml en PBS, pH 7,4 durante la noche a 4 °C. Se bloquearon los pocillos
con leche desnatada al 2 % en PBS (p/v) durante 1 h a TA, a continuaciéon se afiadieron las preparaciones de
viriones y se dejé que reaccionara durante de 1 a 2 h a TA antes de que se detectaran los viriones capturados con
anti-M13-HRP (1:5,000) durante 1 h a TA. Entre cada etapa, se lavaron los pocillos 3x con PBST. Se desarrollaron
los pocillos con sustrato ABTS y se ley6 la absorbancia a Asosnm después de 30 min.

Resultados

A - Valoracién de fagos colaboradores.

Se inocularon 16 ml de 2x YT con un cultivo recién preparado de XL1-Blue y se incub6 a 37 °C/250 rpm a una Asoonm
0,4 -0,8. Se transfirieron 10 pl de cada preparacion de fago diluido a una placa de microvaloracion de 96 pocillos. Se
transfirieron 190 pl del cultivo XL1-Blue a cada pocillo con los diluyentes del fago. Se incubd la placa durante 50
min/37 °C. Se cubrié con la membrana BA82/20 una placa de agar LB-kan, se manché con un volumen de 3
pl/muestra la membrana y se incubd la placa a 37 °C/ON. Se contaron las colonias (fig. 3).

B - Accesibilidad y funcionalidad de los péptidos insertados Avitaqg:

La enzima BirA es una acetil-CoA-carboxilasa y se encuentra de forma enddgena en todas las E. coli. De hecho, se
ha demostrado que la introduccién de AviTag en el contexto de fago en dichas células da como resultado un
pequefio nivel (~7 %) de biotinilacion dirigida por BirA endédgena (Sholle et al, PMID: 16628754). Para probar si en
realidad la modificacion de pVII N terminal era o no funcional en los viriones que se ensamblaron y funcionaron
como sustrato enzimatico para BirA, se sometié a prueba si los viriones resultantes se podian capturar a partir de
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sobrenadante en bruto usando perlas magnéticas recubiertas con SA.
Captura de M13K07-AviTag pVII por perlas de estreptavidina Dynal.

Se emplearon dos fagos en este ensayo: M13K07-AviTag que se biotinilé in vivo por la BirA- endégena del huésped
y M13KO07wt. El resultado mostré claramente una captura de SA especifica, mientras que el M13K07 (SEQ ID NO:
31) no se unid. Por tanto, la fusién AviTag-pVIl, de hecho, debe ser funcional en el sentido de que ambos se
acomodan al virion como wt pVIl, mientras que la AviTag N terminal es accesible a la enzima BirA y se reconoce
como sustrato para biotinilacion (fig. 4).

Marca FLAG

Se realizaron ensayos ELISA para mostrar la accesibilidad de la marca FLAG como fusion de pVII en M13K07 (SEQ
ID NO: 31) por la captura de fagos por dos anticuerpos anti-FLAG, M2 y M5. En el ensayo se incluyeron M13K07
natural, M13K07-His y M13K07-AviTag (fig.5).

Marca His

Se sometieron a prueba tanto M13k07-HIS6 como VCSM13-HIS6 para determinar la unién especifica a perlas
DynalTalon (matriz IMAC).

En resumen, se bloguearon las perlas Talon por incubacién con BSA al 2 % durante 30 minutos con rotacién. Se
lavaron las perlas y se afiadieron 250 ul de sobrenadante de fago bloqueado con BSA combinado para valoracion
(correspondiente a 2x 10 cfuka”R/mI) y se incubaron adicionalmente durante 30 min/TA en una rueda giratoria.
Después de lavar las perlas en PBST, se afiadié anti-M13 MAb-HRP (diluido 1:2000) a cada tubo y se incubaron
adicionalmente los tubos durante 45 min/TA en una rueda giratoria. Después del lavado, se afiadi6 ABTS a cada
tubo y se incubé 15 min a TA, antes de colocarlo en la rejilla magnética. Se transfirieron volimenes de 100 pl de
cada solucién a cintas de ELISA Maxisorp. Se midi6 la absorbancia a A405 nm usando un aparato lector de ELISA
TECAN. El resultado es un claro indicativo de que los viriones que contienen HISe-pVIl se unen preferentemente a
perlas magnéticas de Ni-NTA. A pesar de las sefiales bajas, que se pueden superar por una optimizacion del
ensayo, existe, de hecho una unién diferencial de los viriones afines con la matriz Ni-NTA. De las aplicaciones mas
atractivas de esta fusion pVIl particular es la posibilidad de aprovecharse para la purificacion de Ni-NTA en
combinaciones con, por ejemplo, columnas de centrifugacion, asi como inmovilizacién especifica de sitio, y por tanto
direccional homogénea de las matrices Ni-NTA (fig. 6).

EJEMPLO 2. FUNCIONALIDAD DE FAGOS COLABORADORES MODIFICADOS EN EL EMPAQUETADO DE
FAGEMIDOS.

La promesa de la invencion es el uso de fagos colaboradores modificados para el empaquetado funcional de
fagémidos que presentan un dominio plegado en una proteina de la cubierta de fago distinta de pViIl,
preferentemente en plll o pVIIl. Los siguientes ejemplos respaldan que los fagos colaboradores modificados con
diferentes péptidos fusionados a pVII pueden realizar el empaquetado de fagémido funcional y que estos fagémidos
representan tanto la fusion del péptido pVII funcional asi como los dominios empaquetados funcionales fusionados
con sus proteinas de la cubierta plll. De esta manera, los ejemplos también sirven para la presentacion biespecifica
usando fagémidos.

Reactivos

Se prepararon todos los medios y tampones esencialmente como se describe en Sambrook et al (Molecular cloning:
a laboratory manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press)). El anticuerpo anti-M13-HRP y los anticuerpos M2 y M5
se adquirieron de GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Suecia) y Sigma-Aldrich (Oslo, Noruega),
respectivamente, mientras que los anticuerpos F23.2 y GB113 fueron un amable obsequio del profesor B. Bogen
(Institute of Immunology, University of Oslo, Noruega). Las perlas magnéticas de estreptavidina Dynabeads
MyOne™ se adquirieron de Invitrogen (Oslo, Noruega). BSA y Tween 20 se adquirieron de Sigma-Aldrich (Oslo,
Noruega). El hapteno 2-feniloxazol-5-ona (phOx) conjugada con BSA se prepar6 esencialmente como se describe
en otra parte (Makela et al, PMID; 722243).

Cepas bacterianas, fago y fagémidos

La cepa de E. coli XL1-Blue se adquiri6 de Stratagene (LaJolla, CA, EE.UU.). El fago colaborador M13K07 se
adquiri6 de GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Suecia). El fagémido pSEX81 (SEQ ID NO:29), que alberga
un scFv con especificidad frente a 2-feniloxazol-5-ona (phOx) acoplada a seroalbimina bovina (BSA) se proporciono
amablemente por Affitech AS (Oslo, Noruega). EI pFKPDN-scTCR Vap4B2A1 se describe en (Lgset et al 2007,
PMID: 17925331) (SEQ ID NO:28).

Preparacién de particulas de fago
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Se monitorizé el rescate de fagémido de E. coli XL1-Blue usando fagos colaboradores M13K07 y ensamblaje de
virién por valoracion en detalle como se ha descrito (Welschof et al, PMID: 9050877 y Koch et al, PMID: 11126120).

Ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas de captura de fago (ELISA)

Se absorbieron los Mab M2, M5, F23.2, GB113, phOx-BSA en pocillos de placa de microvaloracion MaxiSorp™
(Nunc, Roskilde, Dinamarca) en concentraciones de 2,5 a 5 ug/ml en PBS, pH 7,4 durante la noche a 4°C. Se
bloquearon los pocillos con leche desnatada al 2 % o BSA al 2 % en PBS (p/v) durante 1 h a TA, a continuacion se
afiadieron las preparaciones de viriones y se dejo que reaccionara durante de 1 a 2h a TA antes de que se
detectaran los viriones capturados con anti-M13-HRP (1:5,000) durante 1 h a TA. Entre cada etapa, se lavaron los
pocillos 3x con PBST. Se desarrollaron los pocillos con sustrato ABTS y se leyd la absorbancia a Asosnm después de
30 min.

Resultados:

A - Empaquetado y valoracion de fagémidos por M13K07 modificado.

Se emplearon dos fagémidos con diferentes dominios plegados, pFKPDNscTCR Vaf34B2A1 pSEX-scFv anti-phOx ,
presentando scTcR y scFv como fusion de plll, respectivamente. Se empaquetaron ambos con tres fagos
colaboradores modificados y wt M13K07. En resumen, los cultivos durante la noche de los dos clones de fagémido
se infectaron con fagos colaboradores modificados y wt. Después de la incubacion, se centrifugé el cultivo y se
resuspendié el sedimento bacteriano en medio YT con ampicilina y canamicina y se incubé adicionalmente ON a
30 °C. Se usaron sobrenadantes aclarados por centrifugacion corriente abajo. Se infecté el XL-1 Blue de E.coli con
diluciones de fagos y plaqued sobre placas de ampicilina y canamicina para la valoraciéon de fagémidos y fagos
colaboradores, respectivamente. (Fig. 7)

Ambos fagémidos empaquetados muestran altas proporciones, lo que indica un empaquetado exitoso y funcional
por los tres formatos de fagos colaboradores modificados de M13KO07.

B - Funcionalidad de pVII donada por el fago colaborador en la presentacién de plll de fagémido:

Presentacion de pVIl-Avitag: Con respecto a la funcionalidad de AviTag-pVIl, se llevo a cabo la captura en SA en
perlas esencialmente como se describe en el ejemplo 1. Aunque las sefiales son bajas, existe, de hecho, una
captura diferencial especifica de los viriones que contienen AviTag-pVIlI (Fig 8). En comparacion con el control
positivo (insercidn), queda claro que el nivel de biotinilacién menor en los viriones de fagémido que en los viriones de
M13K07 cuando ambos albergan la fusiébn AviTag-pVIl. Sin embargo, se sabe que la biotinilacion de AviTag
enddgena en el contexto de fago sélo esta en el intervalo de un 7 % a 37 °C (Scolle et al PMID: 16628754). Mientras
que, de hecho el M13K07-AviTag se empaqueta a 37 °C, el rescate de fagémido se realiza s6lo a 30 °C, lo que
sugiere fuertemente que la diferencia observada se debe a una menor actividad de BirA enddgena per se a la menor
temperatura. Por tanto, para un futuro uso, la eficacia de biotinilacion del virion se debe incrementar para aprovechar
esta caracteristica. Esto se puede realizar convenientemente por biotinilacion in vitro de los viriones, lo que debe dar
una biotinilacion préoxima al 100 % usando técnicas estandar (Scolle et al PMID: 16628754). De forma alternativa, se
puede realizar una biotinilacion in vivo sobreexpresando la enzima BirA. Se sabe que mediante la
supertransformacion de E. coli, de modo que mas del vector del genoma de fagémido o fago estén en la misma
célula, puede dar lugar al empaquetado del plasmido estandar en el virion y por tanto da lugar a la pérdida de la
unién genotipo-fenotipo. Este seria el caso si se sobreexpresara la BirA a partir de un plasmido. Para una evaluacion
de clon individual esto puede ser aceptable, pero cuando se combina el enfoque con repertorios combinatorios esto
es inaceptable ya que puede dar lugar a la pérdida de variantes fenotipicas reparados durante la fijacion.

De forma alternativa, se puede sobreexpresar la BirA a partir de una integraciéon cromosémica como se ofrece por la
cepa AVB100 derivada de MC1061 E. coli (Avidity, CO, EE.UU.). Sin embargo, esta cepa carece del plasmido F que
codifica la estructura F de las pilosidades indispensable para el sistema fagémido. Sin embargo, AVB100 es
directamente compatible con vectores basados en genoma de fago, que no necesitan complementarse con el fago
colaborador. Para adoptar la cepa AVB100 para que también se ajuste a la presentacion en fagos basada en
fagémido en combinacion con el fago colaborador M13K07 modificado, se hizo coincidir, por tanto, AVB100 con XL1-
Blue por conjugacion estandar (ejemplo 5).

Presentacién de pVII-Flag:

Se realizaron ensayos ELISA para mostrar la accesibilidad de la marca FLAG como fusién de pVIl en dos viriones
derivados de fagémidos diferentes, pFKPDNscTCR Vap4B2A1l (Fig 9A) y pSEX-scFv anti-phOx (Fig 9B), capturando
los viriones de fagémido por dos anticuerpos anti-FLAG, M2 y M5. En resumen, se recubrieron los anticuerpos en
placas de ELISA ON a 4 °C. Se lavaron las placas y se incubaron las preparaciones de fagémido en las placas
durante 2 horas a temperatura ambiente. Se lavaron las placas y se incubaron adicionalmente con anticuerpo
conjugado con HRP anti-M13. Se desarrollaron las sefiales después del lavado de las placas afiadiendo ABTS
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soluble y con incubacion a TA/30 min (Fig 9).

Se obtiene la reactividad especifica de FLAG para los viriones derivados de fagémido empaquetados con M13K07-
FLAG, mientras que todas las demas muestras son negativas. Es decir, los viriones derivados de fagémido
empaquetados presentan la marca FLAG como una fusién de pVII funcional.

A. Funcionalidad de presentacién de fagémido plll.

Se sometieron a ensayo dos viriones derivados de fagémido diferentes, pFKPDNscTCR Vap4B2Al y pSEX-scFv
anti-phOx, presentando ambos AviTag (Fig 10), marca FLAG (Fig 11) y marca HIS6 (Fig.11) para determinar la
presentacién funcional de la fusién de scTcR y scFv plll, respectivamente.

Se realizaron ensayos ELISA capturando los viriones de fagémido por sus objetivos especificos, MAB GB113 que se
une a scTCR y phOx-BSA para el scFv anti-phOx (SEQ ID NO:26). Se usé BSA como bloque y se us6 como control
los fagémidos rescatados por wt M13K07. En resumen, se recubrieron los objetivos en placas de ELISA ON a 4 °C.
Se lavaron las placas y se incubaron las preparaciones de fagémido en las placas durante 2 horas a temperatura
ambiente. Se lavaron las placas y se incubaron adicionalmente con anticuerpo conjugado con HRP anti-M13. Se
desarrollaron las sefiales con ABTS y con incubacién a TA/30 min, seguido de medida de la absorbancia a A405nm
(fig. 10y 11).

Los resultados muestran que se obtiene reactividad de Ag afin para todos los fagémidos empaquetados. Este
andlisis confirma, por tanto, que los fagos colaboradores modificados no afectan a la presentacion de pllil, sino que
simplemente donan un fenotipo definido a la proteina pVII en el mismo virién.

EJEMPLO 3. PRESENTACION EN FAGOS GENOMICA EN PIIL Y PVIL.

La invencion permite la generacion de un vector de fago genémico con la presentacion de propiedades en las
proteinas de cubierta pVII. Dicha presentacién no afectara a la infectividad de viriones como presentacion de plll.
Ademas, la invencion fomenta la presentacion biespecifica en pVIl y plll / pVIII, o incluso en las tres proteinas de la
cubierta simultdneamente. El siguiente ejemplo respalda la presentacion biespecifica en plll y pVIl en un sistema de
presentacion en fagos gendmico que muestra que la construccion se comporta completamente como los fagos
naturales con respecto a la propagacion, ensamblaje de viriones, concentracion de viriones, fenotipo de
presentacién de plll y que, de hecho, se biotinila de forma selectiva in vivo en la fusion del péptido pVII.

Reactivos

Se prepararon todos los medios y tampones esencialmente como se describe en Sambrook et al (Molecular cloning:
a laboratory manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press)). El anticuerpo anti-M13-HRP se adquiri6 de GE
Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Suecia) y los anticuerpos F23.2 y GB113 fueron un amable obsequio del
profesor B. Bogen (Institute of Immunology, University of Oslo, Noruega). Las enzima de restriccion (RE) se
adquirieron de New England Biolabs (Ipswich, MA, EE.UU.) con la excepcién de Dpnl, que se obtuvo de Stratagene
(LaJolla, CA, EE.UU.). Los oligos de ADN se adquirieron de MWG Biotech AG (Ebersberg, Alemania). Las perlas
magnéticas de estreptavidina Dynabeads MyOne™ se adquirieron de Invitrogen (Oslo, Noruega). dm°CTP fue de
Fermentas (Burlington, Canada) BSA y Tween 20 se adquirieron de Sigma-Aldrich (Oslo, Noruega). Las ADN
polimerasas Pfu Turbo y Phusion se adquirieron de Stratagene (LaJolla, CA, EE.UU.) y Sigma-Aldrich (Oslo,
Noruega), respectivamente. El kit de limpieza de PCR QIlAquick fue de Qiagen (Qiagen, Hilden, Alemania).

Cepas bacterianas, fago y fagémidos

La cepa XL1-Blue de E. coli se adquiri6 de Stratagene (LaJolla, CA, EE.UU.), mientras que las cepas de E. coli
MC1061 y K91K fueron amables obsequios del Dr G. P. Smith (Division de Biological Sciences, University de
Missouri, EE.UU.) El fagémido pSEX81 (SEQ ID NO:29) que alberga un scFv con especificidad frente a 2-
feniloxazol-5-ona (phOx) acoplada a seroalbumina bovina (BSA) se proporcioné por Affitech AS (Oslo, Noruega). El
vector de presentacion fUSE5-scTCR Vap4B2AL1 plll se describe en (Lgset et al 2007, PMID: 17925331).

Disefio y mutagénesis in vitro de AviTag™ -pVII

Se compar6 el marco de lectura abierto (ORF) de AviTag™ (N-MSGLNDIFEAQKIEWHE-C) con el uso de coddn en
cepas de K12 de E. coli usando el servidor GCUA (http://gcua.schoedl.de/seqoverall.html). Se unié una versién
optimizada de codén procariota de la secuencia peptidica de AviTag™ de forma N terminal al pVIl ORF por
mutagénesis in vitro QuikChange™ de acuerdo con el protocolo de los fabricantes (Stratagen, LaJolla, CA, EE.UU.),
usando el par de cebadores BirA-pVIl_frwd/BirA-pVIl_rev (5'-
CCGGCTAAGTAACATGTCCGGCCTGAACGATATCTTTGAAGCGCAGAAAATTGAATGGCA
TGAAATGGAGCAGGTC-'3/5'-
GACCTGCTCCATTTCATGCCATTCAATTTTCTGCGCTTCAAAGATATCGTTCAGGCCGGAC
ATGTTACTTAGCCGG-3') (SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6, respectivamente). Para garantizar un fondo de vector
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limpio, se clon6 un fragmento BsrGl/SnaBl RE que contenia el pVII modificada en un genoma de fUSE5-scTCR
Vap4B2A1 no modificado en sitios de RE compatibles usando técnicas estandar. Se introdujo la construccion de
ADN en MC1061 de E. coli por electroporacion. El disefio del cebador se basé en la secuencia fUSES5 publicada (n.°
de acceso GenBank: AF218364) (SEQ ID NO: 30).

Construccién de los vectores de presentacién de pVIlI genédmicos novedosos pGVIl y pGVIIAL

El disefio del cebador y el ensamblaje del vector se realizd6 esencialmente como se describe en el protocolo
SeamLess (Stratagene, LaJolla, CA, EE.UU.). Usando el ADN genémico de VCSM13 (SEQ ID NO: 32) como molde
y el par de cebadores VCSM13_F/VCSM13 R (5'-
ATCTCTTCCATGGAGCAGGTCGCGGATTTCGACACAATTTATCAGG-3'/5'-
ATCTCTTCCATGTTACTTAGCCGGAACGAGGCGCAGAC-3') (SEQ ID NO:19 y SEQ ID NO: 20, respectivamente),
se amplificé por PCR el genoma completo con Pfu Turbo polimerasa esencialmente como se describe en el
protocolo SeamLess (Stratagene, LaJolla, CA, EE.UU.). Asimismo, pSEX81AL (el ultimo descrito en el ejemplo 4),y
PSEX81 (SEQ ID NO:29) que albergan ambos una unidad scFv anti-phOx (SEQ ID NO:26), se usaron como molde
en una PCR estandar usando ADN polimerasa Phusion (Sigma, Oslo, Noruega) con los pares de cebadores
pGALDL_F/ pGAL_R (5'-TCTCTTCACATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAG-3'/5'-
ATCTCTTCCCATTCTGATATCTTTGGATCCAGCGGCCGCAC-3) (SEQ ID NO: 22 y SEQ ID NO: 23,
respectivamente) y pGAL_F/ pGAL_R (5-ATCTCTTCACATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGC-3'/5'-
ATCTCTTCCCATTCTGATATCTTTGGATCCAGCGGCCGCAC-3)) (SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23,
respectivamente), respectivamente, para amplificar las unidades scFv. Después de la PCR, se purificaron los tres
segmentos por un kit de limpieza de PCR (Qiagen, GmbH, Hilden, Alemania) y digerido con RE con Earl. A
continuacién se ligaron los segmentos purificados con gel digeridos con RE y se sometieron a electroporacion en
XL1-Blue usando técnicas estandar.

Se expandieron las colonias y se verificaron para determinar el tamafio de insercion correcto por rastreo con PCR en
una PCR estandar usando el par de cebadores pVII_frwd/pVII_rev (5-AGCAGCTTTGTTACGTTGATTTGG-3'/5'-
GCAGCGAAAGACAGCATCG-3")) (SEQ ID NO: 24 y SEQ ID NO: 25, respectivamente). Los vectores de
presentaciéon de pVIl gendmicos se indicaron como pGVIl (con presentacién scFv-pVIl dependiente de secuencia
sefial) y pGVIIAL (con presentacion scFv-pVIl sin ninguna secuencia sefial). Estos ahora contienen el scFv ORF
como una fusion en-marco N terminal con pVII y preservan la posicion correcta de su codén de inicio para el pV ORF
corriente arriba importante para la transcripcion y traduccion normales. De forma notable, el ensamblaje de estos
vectores de genoma de fago puede realizarse simplemente por un ensamblaje de PCR en tres etapas en el que el
ORF exogeno se amplifica por PCR con la marca de cebador en 5' que sobresale complementaria al esqueleto del
vector, que se puede ayustar por SOEing (splicing by overlap extension) de PCR con segmentos complementarios
amplificados desde la porcion 5'y 3' del vector que cubre el sitio de insercion. Una porcion ideal del genoma del fago
deberia cubrir un segmento que incluya los dos Unicos sitios RE BsrGl/SnaBI que se encuentran flanqueando el pVII
ORF en todos los genomas de Ff. El producto de SOEing digerido con RE se puede insertar convenientemente a
continuacién en un esqueleto de vector digerido con RE complementario, como se describe, por ejemplo, en el
ejemplo 1 y 3. Otra via de ensamblaje conveniente seria realizar un ensamblaje génico artificial del ORF de fusién
apropiado completamente por solapamiento corto de oligonucle6tidos que se pueden aparear en un Unico recipiente,
ligar y amplificar por PCR por cebadores flanqueantes. Esta estrategia puede dar un fragmento idéntico como en el
enfoque de SOEing, o ser independiente de RE en el que la insercion en del genoma del fago se podia basar, por
ejemplo, en la recombinacion como se ha descrito (Tillett y Neilan, PMID: 10481038). También se puede prever
facilmente una combinacion de las técnicas.

Preparacién de particulas de fago

Se amplificaron los fagos fUSE5 de E. coli MC1061 esencialmente como se ha descrito (Scott y Smith, PMID:
1696028). Se monitorizd el ensamblaje de viriones por valoracién en detalle como se ha descrito (Scott y Smith,
PMID: 1696028 y Koch et al, PMID: 11126120). En caso aplicable, se purificaron los viriones y se concentraron por
precipitacion con PEG/NaCl como se ha descrito (Sambrook et al (Molecular cloning: a laboratory manual (Cold
Spring Harbor Laboratory Press)).

Ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas de captura de fago (ELISA)

Se absorbieron los anticuerpos F23.2, GB113 en pocillos de placa de microvaloracién MaxiSorp™ (Nunc, Roskilde,
Dinamarca) en concentraciones de 2,5 a 5 pg/ml en PBS, pH 7,4 durante la noche a 4 °C. Se bloquearon los pocillos
con leche desnatada al 2 % en PBS (p/v) durante 1 h a TA, a continuaciéon se afiadieron las preparaciones de
viriones y se dejé que reaccionara durante de 1 a 2 h a TA antes de que se detectaran los viriones capturados con
anti-M13-HRP (1:5,000) durante 1 h a TA. Entre cada etapa, se lavaron los pocillos 3x con PBST. Se desarrollaron
los pocillos con sustrato ABTS y se ley6 la absorbancia a Asosnm después de 30 min.

A - Valoracién de fagos gendémicos fUSE5-scTCR- Avitag
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Ni la version wt, ni la fUSE5-scTCR Vap4B2A1 modificada con pVII presentan ninguna toxicidad a huésped. No
existe diferencia fenotipica entre las versiones fUSE5-scTCR Vap4B2A1 modificadas pVII con relacion a la
produccion de virién y la eficacia de precipitacion con PEG. Ambas versiones fUSE5-scTCR Vaf34B2A1 modificado
por pVII proporcionan valoraciones tedricas casi maximas viables con el sistema fUSES5 (fig. 12).

B - Funcionalidad del péptido de fusién fUSE5-VII-AviTag

Este andlisis ELISA es para probar la funcionalidad de preparaciones de fago genémicas por captura de viriones por
perlas de estreptavidina seguido de deteccion de fagos unidos por anticuerpos anti M13. En resumen, se bloquearon
Dynabeads de estreptavidina MyOne con BSA, se lavaron y se incubaron con muestras normalizadas por valoracion
de fagos fUSES con (scTCR/pVII-AviTag) y sin péptidos de fusion pVII-Avitag (scTCR/pVII). Se lavaron las perlas y
se detectaron los fagos unidos con anticuerpos conjugados anti-M13-HRP. Se desarrollé una sefial por adicion de
ABTS y se midi6 a A405nm usando un aparato lector de ELISA TECAN. Los resultados muestran que el péptido
pVII-BirA es accesible y se ha biotinilado, y por tanto sirve como una marca de inmovilizacién y deteccion para
viriones derivados del genoma de fago (fig. 13).

C -Funcionalidad de la fusién plll fUSE5- scTCR

Este analisis de ELISA es para probar la funcionalidad de la fusion plll de preparaciones de viriones derivados de
genoma de fago con y sin AviTag-pVII codificado por genoma. Se realizaron ensayos ELISA capturando viriones de
fago por dos anticuerpos diferentes que reconoces el scTCR Vap4B2Al) (SEQ ID NO: 28); MAB GB113 y F23.2,
respectivamente. Se usé leche desnatada como control negativo. En resumen, se recubrieron los anticuerpos en
placas de ELISA ON a 4 °C. Se lavaron las placas y se incubaron las preparaciones normalizadas de valoraciones
de fagos en las placas durante 2 horas a temperatura ambiente. Se lavaron las placas y se incubaron
adicionalmente con anticuerpo conjugado anti-M13 HRP seguido de la adicion de 100 pl de ABTS e incubacion a TA.
Se midié la absorbancia después de 20 min a DO405nm usando un aparato lector de ELISA TECAN. El resultado
muestra que el fenotipo de scTCR es indistinguible entre las dos versiones de fUSE5. Por tanto, la modificacion pVII
no parece que afecte al fenotipo del fago en ningln aspecto (fig. 14).

EJEMPLO 4: PRESENTACION DE FAGEMIDO EN PVII

Reactivos

Se prepararon todos los medios y tampones esencialmente como se describe en Sambrook et al (Molecular cloning:
a laboratory manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press)). El anticuerpo anti-M13-HRP se adquiri6 de GE
Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Suecia) y el anticuerpo GB113 fueron un amable obsequio del profesor B.
Bogen (Institute of Immunology, University of Oslo, Noruega). Las enzima de restriccién (RE) se adquirieron de New
England Biolabs (Ipswich, MA, EE.UU.) con la excepcion de Dpnl, que se obtuvo de Stratagene (LaJolla, CA,
EE.UU.). Los oligos de ADN se adquirieron de MWG Biotech AG (Ebersberg, Alemania). BSA y Tween 20 se
adquirieron de Sigma-Aldrich (Oslo, Noruega). La ADN polimerasa Pfu Turbo se adquiri6é de Stratagene (LaJolla, CA,
EE.UU.). Los haptenos 2-feniloxazol-5-ona phOx y 5-nitrofenacetilo (NIP) conjugado con BSA se prepararon
esencialmente como se ha descrito en otra parte (Makela et al, PMID; 722243 y Michaelsen et al, PMID: 2125362).
Isopropil-beta-D-tiogalactopiranésido (IPTG) se adquirié de Fermentas (Burlington, Canada).

Cepas bacterianas, fago y fagémidos

La cepa XL1-Blue de E. coli se adquiri6 de Stratagene (LaJolla, CA, EE.UU.). El fago colaborador M13K07 se
adquiri6 de GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Suecia). El fagémido pSEX81 (SEQ ID NO:29), que alberga
un scFv con especificidad frente a 2-feniloxazol-5-ona (phOx) acoplada a seroalbimina bovina (BSA) se proporciono
amablemente por Affitech AS (Oslo, Noruega). El fagémido de presentacion de plll pFKPDN-scTCR Vaf4B2A1 se
ha descrito en otra parte (Lgset et al 2007, PMID: 17925331). El vector de expresion procariota pSG1 que alberga el
scFv anti-NIP (SEQ ID NO: 27)(no publicado) se basa en pHOG21 (Kiprianov et al, PMID: 9005945) y se ha
fabricado in-house a partir de los genes variables de anticuerpos derivados de pLNOH2 y pLNOK (Norderhaug et al,
PMID: 9202712).

Construccion de los vectores de fagémido de presentacion de pVIlI novedosos pGALD7 y pGALD7AL. Como molde
de partida para el esqueleto del vector, se eligio el fagémido pSEX81 (SEQ ID NO:29) descrito anteriormente (n.° de
acceso de GenBank: Y14584). En primer lugar, para retirar la secuencia sefial de pelB procariota (N-
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA-C) (SEQ ID NO:33) que codifica un tramo en este vector, se introdujo un sitio Ncol
RE en el extremo N terminal por mutagénesis in vitro QuikChange™ usando el par de cebadores a41g-frwd/a41g-rev
(5'-AGAGGAGAAATTAACCATGGAATACCTATTGCCTACGGC-3/5-

GCCGTAGGCAATAGGTATTCCATGGTTAATTTCTCCTCT-3') (SEQ ID NO:13 y SEQ ID NO: 14, respectivamente),
cambiando de este modo el primer nucleétido en el segundo codén del pelB ORF de A a G. Después de la
mutagénesis, se digirié el vector por Ncol, se religd y se us6 como molde en una segunda PCR recuperando la parte
relevante del vector usando el par de cebadores pHOG_EcoRI_frwd/scTCR_rev (5"
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TAGCTCACTCATTAGGCACCC-3/5-TTTGGATCCAGCGGCCGC-3) (SEQ ID NO:15 y SEQ ID NO: 16,
respectivamente). Este fragmento de PCR se movid a continuacion en el pSEX81(SEQ ID NO:29) original en los
sitios EcoRI/HindIll RE compatibles usando técnicas estandar y se confirmé por secuenciacion de ADN. Esta etapa
retir6 completamente la porcion que codifica la secuencia sefial pelB, pero preservé el codon de partida y su
posicion relativa hacia la secuencia lacPO y Shine-Dalgarno (SD) importante para la transcripcion y traduccion
normales, asi como aflade sdélo un residuo Ala antes de la secuencia exdgena definida por los sitios Ncol/Notl RE
hallados en el pSEX81 original (SEQ ID NO:29). La nueva construccion se indicé como pSEX81AL. En segundo
lugar, se amplificé la secuencia que codifica pVIl de M13K07 usando el par de cebadores marcados con RE en el
extremo 5' pVII_EcoRV/ pVII_Nhel (5'-ATATGATATCAGAATGGAGCAGGTCGCGGATTTCG-3'/5'-
ATATGCTAGCTTATCATCTTTGACCCCCAGCGATTATACC-3) (SEQ ID NO:17 y SEQ ID NO: 18,
respectivamente). Este fragmento de PCR se movi6 a continuacion en ambos fagémidos pSEX81 (SEQ ID NO:29), y
pPSEXB81AL en los sitios de RE compatibles, intercambiando de este modo la region que codifica plll en ambos y
dando como resultado una fusion de pVIl en-marco N terminal del casete definido con Ncol/Notl en el
pSEX8loriginal (SEQ ID NO:29). Se confirmaron las nuevas construcciones por secuenciacion de ADN y se
indicaron como pGALD7 y pGALD7AL, respectivamente. Para intercambiar la unidad scFv anti-phOx (SEQ ID
NO:26) en los diversos fagémidos descritos anteriormente, con las unidades scTCR Vap4B2Al y scFv anti-NIP
(SEQ ID NO: 27) de pFKPDN y pSG1, respectivamente, se realizé como un intercambio de casete definido con RE
Ncol/Notl usando técnicas estandar. Todos los fagémidos describe en el presente documento se introdujeron en E.
coli XL1-Blue por electroporacion usando técnicas estandar.

Preparacién de particulas de fago

Se monitorizé el rescate de fagémido de E. coli XL1-Blue usando fagos colaboradores M13K07 y ensamblaje de
virion por valoraciéon en detalle como se ha descrito (Welschof et al, PMID: 9050877 y Koch et al, PMID: 11126120).

Ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas de captura de fago (ELISA)

Se absorbieron los MAb GB113, phOx-BSA o NIP-BSA en pocillos de placa de microvaloracion MaxiSorp™ (Nunc,
Roskilde, Dinamarca) en concentraciones de 2,5 a 5 ug/ml en PBS, pH 7,4 durante la noche a 4 °C. Se bloquearon
los pocillos con leche desnatada al 2 % o BSA al 2 % en PBS (p/v) durante 1 h a TA, a continuacion se afadieron las
preparaciones de viriones y se dejo que reaccionara durante de 1 a 2 h a TA antes de que se detectaran los viriones
capturados con anti-M13-HRP (1:5,000) durante 1 h a TA. Entre cada etapa, se lavaron los pocillos 3x con PBST. Se
desarrollaron los pocillos con sustrato ABTS y se ley6 la absorbancia a Asgsnm después de 30 min.

Resultados

Debido a los resultados de los fagos colaboradores modificados descritos anteriormente, también se evalué la
presentacion de pVIl de dominios plegados. Como tanto Gao et al como Kwasnikowski et al han mostrado que se
permite dicha presentacidon cuando se usa en combinacién con la direccion periplasmica dirigida por secuencia
sefial, se construyeron dos fagémidos novedosos denominados pGALD7 y pGALD7AL, permitiendo una
presentacién de pVII N terminal con y sin una secuencia sefial de este tipo , respectivamente (figura 15).

Las construcciones iniciales contenian una unidad de scFv basada en segmentos variables de anticuerpo humano y
son especificas para el conjugado hapteno phOx-BSA. Como con los fagos colaboradores modificados con pVII
descritos previamente, la presentacion de pVIl del scFv no deben interferir con el ensamblaje de virion normal. Por lo
tanto, se compararon el rendimiento de estos fagémidos con presentacion de pVIlI scFv anti-phOx con y sin
secuencia sefial y también con presentacion de plll estandar con y sin secuencia sefial, usando rescate de fagémido
estandar y valoracion como se describe en materiales y procedimientos. (Fig. 16)

De hecho, el resultado de la valoracion mostré que se produjeron los viriones que contenian fagémido en todos los
casos. Sin embargo, mientras que el fagémido pVIIAL proporcioné valoraciones aproximadamente 30 veces
menores que la presentacion de plll estandar, hubo una reduccién enorme de 10° veces en la presentacién de pVIl
dirigida con secuencia sefial. Como la complementacion wt de pVIl esta presente del fago colaborador en este
sistema, este hallazgo fue tanto sorprendente como importante, debido a que muestra que la presentacion de pVIl
dirigida con secuencia sefial (pVIl) interfiere gravemente con el proceso de ensamblaje del virién, mientras que este
efecto s6lo es menor en el caso con presentacién de pVIl sin secuencia sefial (pVIIAL). En comparacion, la diferencia
de valoracion entre la presentacion de plll con y sin secuencia sefial, s6lo fue menor.

Basandose en las valoraciones determinadas anteriormente, a continuacién se evalué la presentacion de scFv
funcional en estas muestras de viriébn en un ELISA especifico de phOx-BSA usando entradas normalizadas de
valoraciones, excepto para la muestra derivada de pGALD7 que se us6 sin diluir ya que la valoracion de fagémido
era muy baja. (Fig.17).

El resultado claramente mostrd la presentacion de scFv funcional tanto de la versién pVIl sin secuencia sefial como
de plll estandar, mientras que las otras muestras fueron negativas. Se esperaba que la presentacion de pVIl dirigida
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con secuencia sefial proporcionara resultados negativos debido a la entrada de viribn menor de 2000 veces. Se
sabe que plll se exporta al periplasma por medio de la ruta SEC, por tanto la versién de plll sin secuencia sefial
proporciona fusiones de plll defectuosas en la direccion periplasmica, lo que es un prerrequisito para la
incorporacion de viridn. Los viriones de esta muestra, por tanto, contienen sdlo plll derivado de fago colaborador
(pérdida de la unioén fisica de fenotipo-genotipo), aunque la eficacia de empaquetado de fagémido es casi normal y
da como resultado valoraciones normales (como se ve en la figura 16). Aungue tanto la versién pVIl sin secuencia
sefial como la presentacion de plll estandar proporcionaron una presentacion funcional, queda claro que la
capacidad de unién a antigeno parece mas fuerte con plll. Esto no refleja necesariamente una mayor funcionalidad
de la version plll, ya que esta bien documentado que la presentacion de plll estandar hace que una mezcla de
presentacién mono- a oligovalente de unidades scFv provoque efectos de avidez (Bradbury y Marks, PMID:
15261570). Dichos efectos enmascaran la verdadera afinidad inherente de la interaccion, y aunque a menudo se
prefiere la unidad scFv debido al perfil de expresion superior, esta extensamente documentado que, por ejemplo, el
menor formato Fab expresado, con el significado de menor unidades por virién, da como resultado uniones mucho
mas fuertes en la seleccién de afinidad (de Haard, et al, PMID: 10373423 y Hoogenboom, PMID: 16151404). Por lo
tanto, puede ser que la sefial menor de pGALD7AL refleje una presentacion scFv casi monovalente, lo que podria
ser ventajoso para muchas aplicaciones.

Los casetes de expresion scFv-pVII/plll en todos los fagémidos empleados aqui se controlan por el promotor lac y el
empaquetado de virion se realizé usando el protocolo estandar sin induccion IPTG (Welschof et al, PMID: 9050877),
Por tanto, deber ser posible incrementar la presentacion de scFv forzando una expresién mas fuerte usando IPTG
durante el empaquetado. Ademas, una caracteristica importante de presentacién en fagos de fagémido es el hecho
de que la presentacion funcional es dependiente del rescate mediado por fago colaborador del fagémido. Por lo
tanto, en contraste con la presentacion basada en genoma de fago, hay dos fuentes de ADNmc que se pueden
empagquetar en el virion desde una célula dada (el fagémido o el genoma de fago colaborador). De forma importante,
ambos tipos de viriones tendran acceso al mismo conjunto de proteinas de la capside, ya que se producen y se
encuentran dentro de la misma célula huésped. Para garantizar la preservacion de la union fisica de genotipo-
fenotipo que forma la base para la tecnologia combinatoria de presentacion en fagos, por lo tanto, de de mayor
importancia que la proporcién de fagémido-a-fago colaborador esté a favor del fagémido. En un nuevo experimento,
se prepararon las mismas muestras derivadas de fagémido como se describe anteriormente, pero ahora
comparando el ensamblaje de virion con y sin IPTG incluido durante el empaquetado. Durante la valoracién, esta
vez también se mapearon las valoracion de genoma de fago colaborador por medio de la resistencia a canamicina
hallada en el genoma del fago colaborador.

El resultado de la valoracion actual (Fig. 18A) presento la misma tendencia que en el empaquetado inicial (Fig. 16),
con respecto a las valoraciones de fagémido en comparacion con diferentes fagémidos en condiciones estandar,
pero esta vez ambos pGALD7AL (pVIIAL) y pGALD?7 (pVII) tuvieron valoraciones algo mayores. En la induccion de
IPTG de la expresién de pVII, o plll todos los fagémidos presentan una reduccion en la valoracién, pero el efecto es
el mas grave para el fagémido pGALD7 de pVII dirigido con secuencia sefial. Cuando se mapean las proporciones
de fagémido-a-fago colaborador (Fig. 18B) y se comparan los diferentes fagémidos en condiciones estandar (sin
IPTG presente), todas las muestras presentan proporciones en el intervalo normal y a favor del fagémido, excepto
para el fagémido pGALD7 de pVII dirigido con secuencia sefial, que presenta una pérdida completa de la unién de
fenotipo-genotipo. En la induccion de IPTG, el desacoplamiento del fenotipo-genotipo fue alin mas pronunciado para
el fagémido pGALD7, y ahora también plll sin secuencia sefial (pIIIAL) presentod esta caracteristica en menor medida
(proporcién 0,5). Sin embargo, la Ultima construccion es, sin embargo, no funcional con respecto a la presentacion
plll y sélo se incluyé como control.

Basandose en las valoraciones de fagémido mostradas en la Fig. 18A, se ensay6 entonces la presentacién de scFv
funcional de los viriones pGALD7DL y pGALD7 en un ELISA especifico phOx-BSA similar al mostrado en la Fig. 17.
Usando entradas de valoraciones normalizadas.

El resultado, de hecho, mostré que la presentacion de scFv-pVIl funcional se logré de nuevo con pGALD7AL sin
secuencia sefial y la reactividad de phOx-BSA se increment6 significativamente en la expresion de la fusion de pVIl
forzada IPTG. Este incremento en la reactividad del antigeno refleja mas probablemente un incremento en el nimero
de fusion pVII por virién asi como un incremento en el nimero de viriones que albergan una fusion pVIl per se. Esto
ultimo es probable ya que se sabe que en la presentacion de plll estandar s6lo entre un 1 a un 10 % de los viriones
que contienen fagémido contiene realmente una fusion (Bradbury y Marks, PMID: 15261570). Por otra parte, de
nuevo la presentacion de pVII dirigida con secuencia sefial no mostré unién phOx-BSA funcional. Basandose en la
Fig. 18B, la reactividad de antigeno débil observada en la muestra no inducida con IPTG, se debe asignar a viriones
gue contienen fago colaborador que albergan la fusiéon de pVIl a nivel bajo.

Hasta este momento, se ha mostrado claramente la presentacién basada en fagémido de pVII funcional de la unidad
anti-phOx (SEQ ID NO:26) scFv , y que esta construccion es comparable con la presentacion de plll del mismo scFv,
presentando sélo una reduccién menor en las valoraciones de fagémido y en la capacidad de unién a antigeno.

El scFv anti-phOx (SEQ ID NO:26) se ha seleccionado para una coleccién de scFv de anticuerpo humano y se sabe
gue se expresa bastante bien en E. coli (Marks et al., PMID: 1748994). Para ver si la presentaciéon de pVIl presenta
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0 no la capacidad para presentacion funcional de compafieros de fusién mas dificiles, se subcloné por tanto, un scFv
anti-NIP (SEQ ID NO: 27) basado en los genes variables de anticuerpo de un hibridoma murino, asi como un scTCR
basado en los genes variables del clon de linfocito T murino 4B2A1 (Lgset et al, PMID: 17925331) en ambos
pGALD7AL y pGALD?7. Es bien conocido que muchos genes variables de hibridoma no se expresan bien en E. coli y
también cuando los fagos presentados (Krebber et al, PMID: 9032408) y los receptores de linfocitos T son de la
clase de proteinas plegadas que se ha probado que son especialmente dificiles de acomodar a la presentacién en
fagos (Li et al, PMID: 15723046, y Lgset et al, PMID: 17925331).

Se prepararon viriones de estos nuevos fagémidos por rescate de fagémido estandar y se sometieron a prueba para
determinar la capacidad de unién a antigeno en ELISA (figura 20).

El resultado, de hecho, mostré que se logro la presentacion de pVII funcional con ambos scFv anti-NIP (SEQ ID NO:
27) y scTCR Vap4B2A1 y en contraste con lo que se observo previamente con el scFv anti-phOx (SEQ ID NO:26),
este era el caso tanto con como sin presentacion de pVII dirigida con secuencia sefial. Las sefiales observadas en la
figura 20 no se compararon directamente porque valoraciones de viribn no se normalizaron antes del ensayo. En
vista la naturaleza no funcional completa de la presentacion de pVII dirigida con secuencia sefial del scFv anti-phOx
(SEQ ID NO:26), se valoraron las muestras anteriores y se determinaron las proporciones de fagémido-a-fago
colaborador (figura 21).

Las valoraciones de fagémido de nuevo mostraron que la presentacion de pVIl sin secuencia sefial (pGALD7AL)
presentaron un rendimiento superior en comparacion con la presentacion de pVIlI dirigida con secuencia sefial (figura
21A). Esto, de hecho era cierto para ambos scTCR y scFv anti-NIP, pero la diferencia era menos obvia que con las
valoraciones observadas para scFv anti-phOx (véanse las figuras 6 y 8). Cuando se comparan las proporciones de
fagémido-a-fago colaborador, el pGALD7AL de nuevo mostré un rendimiento excelente con proporciones muy a
favor del fagémido tanto en el caso de scTCR como de scFv anti-NIP (SEQ ID NO: 27) (figura 21B). La grave
pérdida de la unién de genotipo-fenotipo vista con scFv anti-phOx (SEQ ID NO:26) no se observo para scTCR ni
scFv anti-NIP (SEQ ID NO:27), a partir de esas proporciones (figura 18 frente a figura 21B). Sin embargo,
pPGALD7AL fue claramente superior.

En vista de los resultados anteriores, cabe destacar el hecho de que hubo una diferencia bastante marcada entre
sCTCR y scFv anti-NIP con respecto a la proliferacion en células huésped durante el empaquetado del virién (figura
22).

De la figura 22 es evidente que mientras que los cultivos que contenian pGALD7AL sélo tienen un efecto menor en
la proliferacién en células huésped, se inhibi6é significativamente el crecimiento por los clones que contenian el
fagémido pGALD7. Esto es un indicativo convincente de la toxicidad del huésped del fagémido de presentacion de
pVII dirigida con secuencia sefal, mientras que no se observa o se observa muy poca toxicidad tan pronto como se
retira la secuencia sefial.

EJEMPLO 5. CONSTRUCCION DE LA CEPA DE E. COLI AVB100FNMKII

Reactivos y cepa bacteriana

Se prepararon todos los medios y tampones esencialmente como se describe en Sambrook et al (Molecular cloning:
a laboratory manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press)). Las cepas de E. coli XL1-Blue y AVB100 (basadas en
MC1061) se adquirieron de Stratagene (LaJolla, CA, EE.UU.) y Avidity (Denver, CO, EE.UU.), respectivamente.

Resultados

Para obtener AVB100 de E. coli positivo de plasmido F (StrR cromosomico) se hicieron coincidir las células con XL1-
Blue (TetR plasmido F) como sigue. Se inocularon colonias individuales de cada cepa en 5 ml de medio LB
complementado con el antibiético apropiado y se incubé durante la noche a 37 °C con agitacion rigurosa. Al dia
siguiente, se iniciaron cultivos de 5 ml recién preparados a una Agoonm de 0,1 y se hicieron crecer en fase
semilogaritmica a 37 °C con agitacion rigurosa antes de que se mezclaran 1 ml de cada uno y se incubd de forma
estacionaria a 37 °C durante 1 h. A continuacion, se transfirieron 10 pl de esta mezcla a 5 ml de medio LB recién
preparado que contenia 100 ug/ml de Str y 30 pg/ml de Tet y se incub6 durante la noche a 37 °C con agitacion
rigurosa. Al dia siguiente, se pulverizaron diluciones de este cultivo en placas de agar que contenian 100 pg/ml de
Str y 30 pug/ml de Tet y se usaron las colonias resultantes como fuente de la nueva cepa AVB100 positiva de
plasmido F, denominada AVB100FmkIl.
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<213> Bacteriéfago M13

<400> 1
Met Glu Gln Val Ala Asp Phe Asp Thr Ile Tyr Gln Ala Met Ile Gln
1 5 10 15

Ile Ser Val Val Leu Cys Phe Ala Leu Gly Ile Ile Ala Gly Gly Gln
20 25 30

Arg

<210>2

<211> 424

<212> PRT

<213> Bacteriéfago fd

<400> 2

Met Lys Lys Leu Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser
1 5 10 15

His Ser 2la Glu Thr Val Glu Ser Cys Leu Ala Lys Pro His Thr Glu
20 25 30

Asn Ser Phe Thr Asn Val Trp Lys Asp Asp Lys Thr Leu Asp Arg Tyr
35 40 45

Ala Asn Tyr Glu Gly Cys Leu Trp Asn Ala Thr Gly Val Vval Val Cys
50 55 60

Thr Gly Asp Glu Thr Gln Cys Tyr Gly Thr Trp Val Pro Ile Gly Leu
65 70 75 80

25



ES 2445152713

Ala Ile Pro Glu Asn Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu
85 30 95

Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Thr Lys Pro Pro Glu Tyr Gly Asp
100 105 110

Thr Pro Ile Preo Gly Tyr Thr Tyr Ile Asn Pro Leu Asp Gly Thr Tyr
115 120 125

Pro Pro Gly Thr Glu Gln Asn Pro ARla Asn Prc Asn Pro Ser Leu Glu
130 135 140

Glu Ser Gln Pro Leu Asn Thr Phe Met Phe Gln Asn Asn Arg Phe Arg
145 150 155 160

Asn Arg Gln Gly Ala Leu Thr Val Tyr Thr Gly Thr Val Thr Gln Gly
165 170 175

Thr Asp Pro Val Lys Thr Tyr Tyr Gln Tyr Thr Pro vVal Ser Ser Lys
180 185 130

Ala Met Tyr Asp Ala Tyr Trp Asn Gly Lys Phe Arg Asp Cys Ala Phe
185 200 205

His Ser Gly Phe Asn Glu Asp Pro Phe Val Cys Glu Tyr Gln Gly Gln
210 215 220

Ser Ser Asp Leu Pro Gln Pro Pro Val Asn Ala Gly Gly Gly Ser Gly
225 230 235 240

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly
245 250 255

Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly
260 265 270

Ser Gly Asp Phe Asp Tyr Glu Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Gly Ala
275 280 285

Met Thr Glu Asn Ala Asp Glu Asn Ala Leu Gln Ser Asp Ala Lys Gly
290 295 300

Lys Leu Asp Ser Val Ala Thr Asp Tyr Gly Ala Ala Ile Asp Gly Phe

26



10

15

20

305

Ile Gly

Phe Ala

Sexr Pro

Ser Val
370

Phe Ser
385

Phe Leu

Asn Ile

<210> 3
<211>73

Asp

Gly

Leu

355

Glu

Ile

Leu

Leu

<212> PRT
<213> Bacteriéfago M13

<400> 3

Val

Ser

340

Met

Cys

Asp

Tyr

Arg
420

Met Lys Lys Ser

1

val Pro

Ala Phe

Trp Ala
50

Phe Lys
65

<210>4
<211> 17

Met

Asp

35

Met

Lys

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Leu

20

Ser

val

Phe

Ser

325

Asn

Asn

Arg

Cys

Val

405

Asn

Leu

5

Ser

Leu

val

Thr

<223> péptido sintético

<400> 4

310

Gly

Ser

Asn

Pro

Asp

390

Ala

Lys

Val

Phe

Gln

Val

Ser
70

Leu Ala

Gln Met

Phe Arg
360

Tyr Val
375

Lys Ile

Thr Phe

Glu Ser

Leu Lys

Ala Ala

Ala Ser
40

Ile Val
55

Lys Ala

ES 2445152713

Asn

Ala

345

Gln

Phe

Asn

Met

Ala

Glu

25

Ala

Gly

Ser

Gly

330

Gln

Tyr

Gly

Leu

Tyr
410

Ser

10

Gly

Thr

Ala

315

Asn

Val

Leu

Ala

Phe

395

Val

Val

Asp

Glu

Thr

Gly

Gly

Pro

Gly

380

Arg

Phe

Ala

Asp

Tyr

Ile
60

Ala

Asp

Ser

365

Lys

Gly

Ser

Val

Pro

Ile

45

Gly

Thr

Gly

350

Leu

Fro

Val

Thr

Ala

Ala

30

Gly

Ile

Gly

335

Asp

Pro

Tyr

Phe

Phe
415

Thr

15

Lys

Tyr

Lys

320

Asp

Asn

Gln

Glu

Ala

400

Ala

Leu

Ala

Ala

Leu

Met Ser Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His

1

Glu
<210>5
<211>76

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

5

10

27
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ES 2445152713

<223> oligonucleotido
<400> 5
ccggctaagt aacatgtccg gecctgaacga tatctttgaa gcgcagaaaa ttgaatggea

tgaaatggag caggtc

<210>6

<211>76

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 6

gacctgctece atttecatgece attcaatttt ctgogcttca aagatatcgt tcaggccgga

catgttactt agccgg
<210>7

<211> 53

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido
<400> 7

ccggctaagt aacatggact acaaagatga cgatgacaaa atggagcagg tcg 53
<210> 8

<211> 53

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido
<400> 8

cgacctgctc cattttgtca tcgtcatctt tgtagtccat gttacttage cgg 53
<210>9

<211>9

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 9

Met Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5

<210>10

<211> 47

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> oligonucleotido

<400> 10

ccggctaagt aacatgcatc accatcacca tcacatggag caggtcg 47
<210>11

<211> 47

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> oligonucleotido

<400> 11

cgacctgctc catgtgatgg tgatggtgat gcatgttact tagccgg 47
<210>12

<211>7

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 12

Met His His His His His His
1 5

28

60

76

60
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65

ES 2445152713

<210> 13

<211> 39

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 13

agaggagaaa ttaaccatgg aatacctatt gcctacggce 39
<210> 14

<211> 39

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 14

gccgtaggca ataggtattc catggttaat ttctcctct 39
<210> 15

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 15

tagctcactc attaggcacc ¢ 21
<210> 16

<211>18

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 16

tttggatcca gcggecge 18
<210> 17

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 17

atatgatatc agaatggagc aggtcgcgga tttcg 35
<210> 18

<211> 40

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 18

atatgctagc ttatcatctt tgacccccag cgattatacc 40
<210> 19

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 19

atctcttcca tggagcaggt cgcggatttc gacacaattt atcagg 46
<210> 20

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 20

atctcttcca tgttacttag ccggaacgag gcgcagac 38
<210> 21

<211> 43

29
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ES 2445152713

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 21

atctcttcac atgaaatacc tattgcctac ggcagcecgct gge
<210> 22

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 22

tctcttcaca tggcccaggt gcagcetggtg cag 33
<210> 23

<211>41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 23

atctcttccc attctgatat ctttggatcc agcggecgcea ¢
<210> 24

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 24

agcagctttg ttacgttgat ttgg 24
<210> 25

<211>19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 25

gcagcgaaag acagcatcg 19
<210> 26

<211> 253

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> anticuerpo scFv

<400> 26

41

43

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
15

1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tvr

20 25

3¢

30



ES 2445152713

Gly Ile Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
38 40 45

Gly Trp Ile Ser Ala Tyr Asn Gly Tyr Lys Ser Tyr Ala Gln Asn Phe

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Thr Asp Thr Phe Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Arg Thr Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Val Arg Leu Val Pro Lys Arg Thr Ala Thr Leu His Tyr Tyr Ile Asp
100 105 110

Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Ser Ala Ser
115 120 125

Ala Pro Lys Leu Glu Glu Gly Glu Phe Ser Glu Ala Arg Val Gln Ser
130 135 140

Val Leu Thr Gln Prc Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gln Lys Val
145 150 155 160

Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Asn Asn Tyr Val
165 170 : 175

Ser Trp Tyr Val Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
180 185 190

Asp Asn Asn Lys Arg Phe Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser
195 200 205

Lys Ser Gly Thr Ser Ala Thr Leu Gly Ile Thr Gly Leu Gln Thr Gly
210 215 220

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Ala Trp Asp Gly Ser Leu Arg Glu
225 230 . 235 240

Ala Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Thr Val Leu Gly
245 250

<210> 27

<211> 249

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> anticuerpo scFv

<400> 27

31



Gln Val Gln Leu

Ser Val Lys Leu
20

Trp Met His Trp
35

Gly Arg Ile Asp

Lys Ser Lys Ala
65

Met Gln Leu Ser

Ala Arg Tyr Asp
100

Gly Thr Thr Leu
115

Gly Gly Gly Sex
130

Gln Glu Ser Ala
145

Cys Arg Ser Ser

Val Gln Glu Lys
180

Asn Asn Arg Ala

195
Gly Asp Lys Ala
210

Ala Met Tyr Phe
225

Gly Gly Thr Lys

<210> 28
<211> 248
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Gly

Leu

Thr

165

Fro

Pro

Ala

Cys

Leu
245

<223> anticuerpo scTCR

<400> 28

Gln Pro Gly

Cys Lys Ala

Lys Gln Arg
40

Asn Ser Gly

Leu Thr Val
70

Leu Thr Ser

Tyr Gly Ser

Val Ser Ser
120

Gly Gly Gly
135

Thr Thr Ser
150

Gly Ala Val

Asp His Leu

Gly Val Pro

200
Leu Thr Ile

215

Ala Leu Trp
230

Thr Val Leu

ES 2445152713

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Ser

105

Leu

Ser

Pro

Thr

Phe

185

Ala

Thr Gly

Tyr Ser

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Tyr

Glu

Glu

Gly

Thr

170

Thr

Arg

Leu

TYyr

Arg

Lys

Pro

75

Ser

Phe

Gly

Leu

Glu

155

Ser

Gly

Phe

Thr Gln Thr Glu Asp
220

Val

Thr

Gly

Tyr

60

sSer

Ala

Asp

Gly

Gln

140

Thr

Asn

Leu

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Gly

125

Ala

val

Tyr

Ile

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp

110

Gly

vVal

Thr

Ala

Gly
190

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Val

Leu

Asn

175

Gly

Gly Ser Leu

205

Asn His Trp Val Phe

235

32

Ala

Tyr

Ile

FPhe

Tyr

80

Cys

Gln

Gly

Thr

Thr

160

Trp

Thr

Ile

Glu

Gly
240



Gln Gln

Ala Met

Phe Ala

Ser Ile
50

Leu Asn
65

Pro Ser

Gly Asn

Ala Lys

Phe Ser
130

Lys Val
145

Asn Asn

Leu Arg

Asp Ile

Ser Leu
210

Cys Ala
225

Ser Gly

<210> 29

Lys

Thr

Trp

Phe

Lys

Asp

Tyr

Leu

115

Glu

Ala

His

Leu

Pro

195

Ile

Ser

Thr

<211> 4864
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

Val

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ser

Lys

100

Ser

Ala

Val

Asn

Ile

180

Asp

Leu

Gly

Arg

Gln

Leu

Arg

Asn

Ser

Ala

85

Tyr

Gly

Arg

Thr

Asn

165

His

Gly

Glu

Asp

Leu
245

Gln

Asn

Gln

Gly

Leu

70

Leu

Val

Ser

Val

Gly

150

Met

Tyr

Tyr

Leu

Ala

230

Leu

<223> vector pSEX81-215

<400> 29

Ser

Cys

Gln

Glu

His

Tyr

Phe

Ala

Glu

135

Gly

Tyr

Ser

Lys

ala

215

Gly

Val

Pro

Thr

Ser

40

Lys

Phe

Leu

Gly

Ser

120

Ala

Lys

Trp

Tyr

Ala

200

Thr

Gln

Ile

ES 2445152713

Glu

Phe

25

Gly

Glu

Ser

Cys

Ala

105

Ala

Ala

val

Tyr

Gly

185

Ser

Pro

Gly

Ser

10

Ser

Lys

Glu

Leu

Ala

90

Gly

Pro

Val

Thr

Arg

170

Ala

Arg

Ser

His

Leu

Asp

Ala

Gly

His

75

Val

Thr

LyS

Thr

Leu

155

Gln

Gly

Pro

Gln

Ser
235

Ile

Ser

Pro

Arg

Ile

Arg

Arg

Leu

Gln

140

Ser

Asp

Ser

Ser

Thr

220

Asp

33

Val

Ala

Lys

45

Phe

Arg

Gly

Leu

Glu

125

Ser

Cys

Thr

Thr

Gln

205

Ser

Tyr

Pro

Ser

30

Ala

Thr

Asp

Pro

Lys

110

Glu

Pro

Asn

Gly

Glu

180

Glu

Val

Thr

Glu

15

Gln

Leu

Ile

Ser

Asn

95

Val

Gly

Arg

Gln

His

175

Lys

Asn

Tyr

Phe

Gly

Tyr

Met

His

Gln

80

Thr

Ile

Glu

Asn

Thr

160

Gly

Gly

Phe

Phe

Gly
240



tggcgtaata
ggcgaatggyg
agcgtgaccg
tttoctegeca
ttccgattta
cgtagtgggce
tttaatagtg
tttgatttat
caaaaattta
ggggaaatgt
cgctcatgag

gtattcaaca

gcgaagaggce
acgcgeccectyg
ctacacttgc
cgttcgececgg
gtgctttacy
catcgececctg
gactcttgtt
aagggatttt
acgcgaattt
gcgecggaacc
acaataaccc

tttcegtgte

ccgcaccgat
tagcggegca
cagcgcccta
ctttcececegt
gcacctcgac
atagacggtt
ccaaactgga
gccgattteg
taacaaaata
cctatttgtt
tgataaatgc

gcccttatte

ES 2445152713

cgcectteee
ttaagcgegy
gcgococgete
caagctctaa
cccaaaaaac
tttcgecectt
acaacactca
gcctattggt
ttaacgctta
tatttttcta
Lttcaataata

ccttttttge

aacagttgcg
cgggtgtggt
ctttcgcttt
atcgggggct
ttgattaggyg
tgacgttgga
accctatctc
taaaaaatga
caatttaggt
aatacattca
ttgaaaaagg

ggecattttge

34

cagcctgaat
ggttacgegce
cttcecttee
ccctttaggg
tgatggttca
gtccacgtte
ggtctattct
gctgatttaa
ggcacttttc
aatatgtatc
aagagtatga

cttecctgttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



ttgctcacce
tgggttacat
aacgttttcce
ttgacgccgg
agtactcacc
gtgctgceccat
gaccgaagga
gttgggaacc
tagcaatggc
ggcaacaatt
cccttecgge
gtatcattgc
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatcecctta
gatcticttyg
cgctaccagc
ctggcttcag
accacttcaa
tggetgetge
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggaqg
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc
ttcectgegtt

ccgetegeog

agaaacgctg
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccgct
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactyggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggttLgt
cagagcgcaq
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggtcg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtcgattt
ggccttttta
atcccctgat

cagccgaacg

gtgaaagtaa
ctcaacagcg
acttttaaag
cteggtegece
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tcgttecact
tttctgegeg
ttgccggate
ataccaaata
gcaccgccta
aagtcgtgte
ggctgaacqg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgct
cggttcctgg
tctgtggata

accgagcgca

ES 2445152713

aagatgctga
gtaagatcct
ttetygctatg
gcatacacta
cggatggecat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttgc
aatctggagc
agcccteooog
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgctyg
aagagctacc
ctgtccttet
catacctcgc
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agcgtgagct
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggg
ccttttgctg
accgtattac

gcgagtcagt

agatcagttg
tgagagtttt
tggegeggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacc
actacttact
aggaccactt
cggtgagcgt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
cceegtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccyg
tctgctaatc
ggactcaaga
cacacagccc
atgagaaagc
ggtcggaaca
tcctgteggyg
gecggagecta
gecettttget
cgcctttgag

gagcdaggaa

35

ggtgcacgag
cgccccgaag
ttatccegta
gacttggttyg
gaattatgca
acgatcggag
cgecttgate
acgatgcctg
ctagcttece
ctgecgetegyg
gggtctegeg
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
Ltagttaggcce
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagc
gccacgcttc
ggagagcgca
tttcgececacce
tggaaaaacy
cacatgttct
tgagctgata

gcggaagagc

780

840

900

960

102Q

1080

1140Q

1200

1260

1320

1380

1440

1500

15860

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



gcccaatacg
aggceccttte
gectcactcat
aattgtgagc
atacctattg
gcaagttcag
ttcctgcaag
tcatgcaaag
taaccagaag
tatggaactt
cccctttget
ceccaaagett
tccactctcece
gagtctgtta
gcaacgtcct
cttcacaggc
agacctggca
caccaagctg
tgaaagttgt
caaaacttta
agtttgtact
ccctgaaaat
tggcggtact
ccctctcgac
tettgaggag
gcagggggca
ttattaccag
attcagagac
aggccaatcg

ttctggtgge

caaaccgecct
gtcttcacct
taggcaccece
ggataacaat
cctacggcag
ctgcagcagt
ggttctgget
agtctagagt
ttcaagggca
cccagactga
tactggggcc
gaagaaggtg
ctgagtgtgt
aacagtggaa
aaactgttga
agtggatctg
gtttattact
gaaatcaaac
ttagcaaaat
gatcgttacg
ggtgacgaaa
gagggtggtg
aaacctectg
ggcacttatc
tctcageccte
ttaactgttt
tacactcctg
tgegcectttee
tctgacctgce

ggcictgagg

ctecccegege
cgagagcggyg
aggctttaca
ttcacacaga
ccgctggett
ctggggctga
acaaattcac
ggattggagt
aggccacaat
catctgatga
aagggaccac
aattttcaga
cagcaggaga
atcaaaataa
tctacggggc
gaaccgattt
gtcagaatga
gggeggecgce
cccatacaga
ctaactatga
ctcagtgtta
gctctgaggg
agtacggtga
cgcetggtac
ttaatacttt
atacgggcac
tatcatcaaa
attctggett

ctcaacctcc

gtggtggctc

ES 2445152713

gttggccgat
cagtgagcgc
ctttatgctt
attcattaaa
gctgectgetg
actggtgagg
tgattatgct
tattagtact
gactgtcgac
ttctgccatc
ggtcaccgta
agcacgcgta
gaaggtcact
cgacttggcce
atccactagg
cactcttace
tcatagttat
tggatccaaa
aaattcattt
gggctgtety
cggtacatgg
tggcggttct
tacacctatt
tgagcaaaac
catgtttcag
tgttactcaa
agccatgtat
taatgaggat

tgtcaatgct

tgagggtggc

tcattaatgc
aacgcaatta
ccggctegta
gaggagaaat
gcagctecage
cctggggtet
acgcactggg
tactatggtyg
aaatccteca
tattattgtg
tcctcaggga
gatatcgtgce
atgagctgca
tggtaccagc
gaatctgggyg
atcagcagtg
ccgttaacgt
gatatcagag
actaacgtct
tggaatgcta
gttcctattg
gagggtggcg
ccgggctata
ccecgctaate
aataataggt
ggcactgacc
gacgcttact
ttatttgttt
ggcggegget

ggttctgagy

36

aggtatcacg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
taaccatgaa
cggccatggc
cagtgaagat
tgaaacagag
atactactta
gcacagccta
ccctgttacg
gtgcatccge
tgacccaatc
agtccagtca
agaaaccagg
tccctgatcg
tgcaggctga
tecggtgetgg
ctgaaactgt
ggaaagacga
caggcgttgt
ggcttgctat
gttctgaggg
cttatatcaa
ctaatcctte
tccgaaatag
ccgttaaaac
ggaacggtaa
gtgaatatca
ctggtggtgg

gtqqcggetce

2520

25380

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260



tgagggaggce
aaacgctaat
taaaggcaaa
tgacgtttce
ccaaatggct
tttaccttcc
atatgaattt
tttatatgtt
ggagtcttaa
cgaaaggctc
gacc

<210> 30

<211> 9206
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ggttceggtg
aagggggcta
cttgattetyg
ggecttgcta
caagtcecggtyg
ctcccetcaat
tctattgatt
gccaccttta
tgatctagag

agtcgaaaga

gtggctctgg
tgaccgaaaa
tcgetactga
atggtaatgg
acggtgataa
cggttgaatg
gtgacaaaat
tgtatgtatt
gcctgtgeta

ctgggccttt

ES 2445152713

ttcecggtgat
tgccgatgaa
ttacggtgct
tgctactggt
ttcaccttta
tcgecectttt
aaacttattc
ttectacgttt
atgatcagct

cgttttatct

tttgattatg
aacgcgctac
gctatcgatg
gattttgctg
atgaataatt
gtctttggcg
cgtggtgtct
gctaacatac
agcttgaggc

gttgttitgtc

aaaagatggc
agtctgacgc
gtttecattgg
gctctaattc
tcecgtcaata
ctggtaaacc
ttgcgtttct
tgcgtaataa
atcaataaaa

ggttaacgtc

<223> Vector de presentacion en fagos filamentosos fUSES5, secuencia completa

<400> 30
aacgctacta

atagctaaac
cgttcgcaga
gttgcatatt
tcecgcaaaaa
ttggaatttg
tcttteggge
cagggtaaag
tttgagggyy
aaacatttta
ggtttctatc
aattcctttt

atgaatcttt

ccattagtag
aggttattga
attgggaatc
taaaacatgt
tgacctctta
cttceggtcet
ttcectettaa
acctgatttt
attcaatgaa
caattacccce
gtcgtctggt
ggcgttatgt

ccacctgtaa

aattgatgce
ccatttgcga
aactgttaca
tgaactacag
tcaaaaggag
ggttcgettt
tctttttgat
tgatttatgg
tatttatgac
ctctggcaaa
taatgagggt
atctgcatta

taatgttgtt

accttttcag
aatgtatcta
tggaatgaaa
caccagattc
caattaaagg
gaggptcgaa
gcaattcgct
tcattctegt
gattccgecag
acttcecctttg
tatgatagtg
gttgagtgtg

ccgttagtte

ctegegeceo
atggtcaaac
cttccagaca
agcaattaag
tactgtctaa
ttgaaacgeg
ttgcttectga
tttctgaact
tattggacgce
caaaagcctc
ttgctcttac
gtattcctaa

gttttattaa

37

aaatgaaaat
taaatctact
ccgtacttta
ctctaagcca
tectgaccty
atatttgaag
ctataataga
gtttaaagca
tatccagtct
tcgectatttt
catgcctegt
atctcaattg

cgtagatttt

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4864

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



tcecteccaac
aaatgattaa
ctcgtcaggy
aatatceggt
tgtacaccgt
gtectgegect
caggcgatga
caaagatgag
gtggcattac
caaagcctee
cgatcccgca
tgcgtygggey
attcaccteg
tttttggaga
tattctcact
caaaacctca
gttacgctaa
acgaaactca
gtggtggctc
cteetgagta
cttatccgec
agcctcttaa
ctgtttatac
ctcctgtatc
ctttccattc
acctgectcea
ctgagggtgg
ccggtggcgyg
gggctatgac

attetgtege

gtecctgactg
agttgaaatt
caagccttat
gcttgtcaag
gcatctgtee
cgttccggct
tacaaatctc
tgttttagtg
gtattttacc
gtagccgttyg
aaagcggect
atggttgtty
aaagcaagct
ttttcaacgt
cggccgacgt
tacagaaaat
ctatgagggce
gtgttacggt
tgagggtggc
cggtgataca
tggtactgag
tactttcatg
gggcactgtt
atcaaaagcc
tggctttaat
acctecctgte
cggctctgag
ctccggttec
cgaaaatgcc

tactgattac

gtataatgag
aaaccgtcte
tcactgaatg
attactctcg
tegttcaaag
aagtaacatg
cgttgtactt
tattcttteg
cgtttaatgg
ctaccctegt
ttgactccct
tcattgtcgg
gataaaccga
gaaaaaatta
ggcctggcct
tcatttacta
tgtctgtgga
acatgggttc
ggttctgagg
cetatteegy
caaaaccccg
tttcagaata
actcaagyca
atgtatgacg
gaggatccat
aatgctyggcyg
ggtggcggtt
ggtgatttty
gatgaaaacy

ggtgctgcta
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ccagttctta
aagcgcaatt
agcagctttg
acgaaggtca
ttggtcagtt
gagcaggtcg
tgtttcgcge
cctectttegt
aaacttcctc
tccgatgetyg
gcaagcctca
cgcaactatce
tacaattaaa
ttattcgcaa
ctggggccga
acgtctggaa
atgctacagg
ctattgggcet
gtggcggtte
gctatactta
ctaatcctaa
ataggttccg
ctgaccecegt
cttactggaa
tcgtttgtga
gcggctctgg
ctgagggtag
attatgaaaa
cgctacagtc

tcgatggttt

aaatcgcata
tactaccegt
ttacgttgat
gccagcgtat
cggttctett
cggatttcga
ctggtataat
titaggttgg
atgaaaaagt
tctttecgetyg
gcgaccgaat
ggtatcaagce
ggctcctttt
ttcctttagt
aactgttgaa
agacgacaaa
cgttgtggtt
tgctatccet
tgagggtggc
tatcaaccct
tccttctectt
aaataggcag
taaaacttat
cggtaaattc
atatcaaggc
tggtggttct
cggctetgag
aatggcaaac
tgacgctaaa

cattggtgac

38

aggtaattca
tectggtgeet
ttgggtaatg
gcgcctggte
atgattgacc
cacaatttat
cgetgggggt
tgeccttegta
ctttagtcct
ctgagggtga
atatcggtta
tgtttaagaa
ggagcctttt
tgttccttte
agttgtttag
actttagatc
tgtactggtg
gaaaatgagg
ggtactaaac
ctcgacggca
gaggagtctc
ggtgcattaa
taccagtaca
agagactgcg
caatcgtctg
ggtggcgget
ggtggcggtt
gctaataagyg
ggcaaacttg

gtttcegygcee

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

246Q

2520

2580



ttgctaatgg
teggtgacgy
ctcagteggt
ttgattgtga
cctttatgta
gccagttectt
gtteggetat
attgtttectt
tagcgcacaa
gcttcecctgt
acaaaaaatc
ggcaaattag
getgggtgea
aggttcgcta
cttgctattg
gatgaatgcg
attgattggt
ttatctattg
cgtctggaca
aaaatgccte
cctactgttg
caggcttttt
cacggtcggt
ttgaaaaagt
agttatataa
gataaattca
gattctaagy
tatattgatt

dattaatttt

taatggtgct
tgataattca
tgaatgtege
caaaataaac
tgtattttcg
ttgggtattce
ctgcttactt
gctcttatta
ttaccctetg
ttttatgtta
gtttcttatt
gctectggaaa
aaatagcaac
aaacgcctcg
gtcgtggtaa
gtacttggtt
ttcttecatge
ttgataaaca
gaattacttt
tgcctaaatt
agcgttggcet
ccagtaatta
atttcaaacc
tttctegegt
cccaacctaa
ctattgactc
gaaaattaat
tatgtactgt

gttttcttga

actggtgatt
cctttaatga
ccttatgtct
ttattccgtg
acgtttgcta
cgttattatt
tccttaaaaa
ttgggcttaa
attttgttca
ttctetetgt
tggattggga
gacgctecgtt
taatcttgat
cgttcttaga
tgattcctac
taatacccgt
tcgtaaattyg
ggcgegtict
accctttgtce
acatgttggt
ttatactggt
tgattcaggt
attaaattta
tctttgtectt
gccggaggtt
ctctcagegt
taatagcgac
ttcaattaaa

tgtttgttte
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ttgctggete
ataatttecg
ttggcgctgg
gtgtctttge
acatactgcyg
gcgtttecte
gggetteggt
ctcaattctt
gggcgttcag
aaaggctgect
taaataaata
agcgttggta
ttaaggcttc
ataccggata
gacgaaaata
tcatggaatg
ggatgggata
gcattagctg
ggcactttat
gttgttaaat
aagaatttat
gtttattcat
ggtcagaaga
gcgataggat
aaaaaggtag
cttaatctaa
gatttacaga
aaaggtaatt

atcatcttct

taattcccaa
tcaatattta
taaaccatat
gtttctttta
taataaggag
ggtttccttce
aagatagcta
gtgggttatec
ttaattctce
attttcattt
tggctgttta
agattcagga
aaaacctece
agccttctat
aaaacggttt
acaaggaaag
ttatttttet
aacacgttgt
attctcttgt
atggtgattc
ataacgcata
atttaacccc
tgaaattaac
ttgcatcagc
tctectecagac
gctatcgcta
agcaaggtta
caaatgaaat

tttgctcaag

39

atggctcaag
ccttctttge
gaattttcta
tatgttgcca
tcttaatcat
tggtaacttt
ttgctattte
tetetgatat
cgtctaatgc
ttgacgttaa
ttttgtaact
taazaattgta
gcaagtcggg
ttctgatttg
gcttgttcett
acagccgatt
tgttcaggat
ttattgtcgc
tactggctca
tcaattaagc
tgacactaaa
ttatttatca
taaaatatat
atttacatat
ctatgatttt
tgttttcaag
ttccatcaca
tgttaaatgt

taattgaaat

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3006

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320



gaataattcg
tattgtctca
aaatttacgc
aattccttee
atcatctgat
gcaaaatgat
aagggttgta
tgatggttct
atttctttcet
ggttcagcaa
tgetggtggt
cggtattttt
ttcaaaaata
tgttggccag
taatccattt
tgcaatygget
ttctactcag
gcgtgatggt
ttctggtgty
tgattctaac
gtagcggege
ccagcgeect
gctttceceeg
ccttttatca
taattatgat
tagaaagtat
ctatccaaga
acattactgg
cttatgatga

atgcgaaaaa

cctetgegeyg
cctgatgtta
aatttcttta
ataattcaga
attcaggaat
aatgttactc
gaattgtttg
aacttattag
actgttgatt
ggtgatgctt
gttaatactg
aacggcgatg
ttgtctgtgc
aatgtccctt
cagacggttyg
ggcggtaata
gcaagtgatg
cagactcttt
ccgttcetgt
gaggaaagca
attaagcgcg
agcgcccget
tcaagctcta
tcactttaaa
tgatgcctac
atttgaacat
agtgatgcct
taaggtaaac
tgatgtgctt

cctaaaagag

atttcgtgac
aaggtacagt
tctotgttit
aatataaccc
atgatgataa
azacatttaa
ttaaatctaa
tagttagcge
tgccaactga
tagattttte
accgtctaac
ttttagggct
ctcgtattcet
ttattactgg
agcgtcaaaa
ttgttttaga
ttattactaa
tgcteggtgg
ctaaaatccce
cgttgtacgt
gcgggtgtgg
cctttegett
aatceggggga
aataaaaaac
atcacaacaa
tatcttgatt
atcattggtt
geccattgtca
aaaaacttac

cttgccgata
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ttggtattca
gactgtatat
acgtgctaat
aaatagtcag
tteegectect
aattaataac
tacatctaaa
ccctaaagat
ccagatattg
ctttgctgect
ctctgtttta
atcagttcgc
tacgctttca
tcgtgtaact
tgttggtatt
tataaccagt
tcaaagaagt
cctecactgat
tttaatcggce
gctcgtcaaa
tggttacgcyg
tcttcccttco
tctcgggaaa
aattactcag
aaactgattt
atattattga
ggaatgaact
gcaaattgat
tcaatggctyg

aaaaaggcca

aagcaaacag
tcectetgacy
aattttgata
gattatattg
tctggtggtt
gttcgcgceaa
tcctcaaatg
attttagata
attgaaggat
ggctctcage
tcttcectygcygy
gcattaaaga
ggtcagaaqg
ggtgaatctg
tctatgagtg
aaggccgata
attgcgacaa
tacaaaaaca
ctcctgttta
gcaaccatag
cagcgtgacce
ctttctegee
agegttggtg
tgcctgttat
aacaaatggt
taataataaa
tgaaaaaatt
ccaagagaac
gtttatgcat

atttattgct

40

gtgaatctgt
ttaagcectga
tggttggctc
atgaattgcc
tctttgttce
aggatttaat
tattatctgt
accttccgea
taattttcga
gcggcactgt
gtggttcgtt
ctaatagcca
gttctatttc
ccaatgtaaa
tttttceccegt
gtttgagttc
cggttaattt
cttctcaaga
gcteccecgtte
tacgcgecect
gctacacttg
acgttctecg
accaaaggtg
aagcagcaat
tggtctgecct
aaccttatcce
agcettgaat
caacttaaag
atcgcaatac

atttaccgceg

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4380

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120



gctttttatt
ctttatcgta
catcatttgg
ggttaacatg
ccaaatccag
gccaataaca
atgactcttt
agccaataaa
aaatgcacta
ggctattctt
tgaaaagcca
cgttgcggga
cgttttaaat
tgtattatca
aatatttagc
accaataata
cttcacgcgt
agctectgtyg
agccagcaat
accaaatcgg
aagtgcaagc
taacgttggc
caatgcgatce
aaataactct
gataaaagta
ttaacaaccc
gtaaaaaata
actcactttt

agttttagat

gagcttgaaa
aaaaatgcce
tgacgaaata
aaggtcatcg
ccatcccaaa
ccggttgecat
gtttggatag
attaaaacag
ctatctgcaa
cctgccacaa
accatcatgc
atttggcecta
aaagtgatgt
cgtgtatttt
aacgcagcga
ggccecgcta
tgagaagctg
atccctgaaa
aagtaatcca
tcagacattt
aatacgccaa
aagactggca
tttgtcgaac
atcaatgata
aagtgattaa
gtaaactcge
agcggygcettt
gcecctttaga

gtgctttact

gataaataaa
tcttgggtta
actaagcact
atagcaggat
ttggtagtga
tggtaaggct
acatcactce
ggaaaactaa
taaatccgag
aggcttggaa
tattcecatce
tcaattgcgce
ataccgaatt
tggtttcacy
taaaaaaggg
ttaaaccaag
aggtggtatc
gcaaacggcc
gcgatgcgec
ttccaageca
agtggttagc
tgataaggcce
tattcatttc
gagtgtcaac
cagcgcatta
ccagaagcta
gctcgacgcc
aggggaaagc

aagtcatcgc
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atagataggt
tcaagagggt
tgtctecctgt
aataatacag
atgattataa
caccaataat
ctgtaatgca
ccaacctteca
cagtactgcc
tactgagtgt
aaaacgattt
tgaaaaataa
cgattgcgtc
gaaccaaaac
actatgcggt
cccaaaactt
ggcaatgacc
taaatacaqgc
tattaatgac
aggagcaaag
gatatcttcc
aatccccatg
acttttctct
aaaaattagg
gagctgcetta
ggtgtagagc
ttagccattg
tggcaagatt

gatggagcaa

tttatttgaa
cattatattt
ttactccecct
taaaacgcta
ataacagcaa
ccctgtaaag
ggtaaagcga
gatataaacyg
gttttttcge
daaagaccaa
tcggtaaata
ataatcaaca
tcaaccecta
ataaccacaa
gaaatctctc
gceccctaacce
gatgccgcga
atccaaagcyg
dacadtagca
ataacctgca
gaagcaataa
gcatcgagta
atcactgata
aattaatgat
atgaggtcgyg
agcctacatt
agatgttaga
ttttacgtaa

aagtacattt

41

gctaaatctt
cgcggaataa
gagcttgagg
aaccaataat
acagtaatgg
caccttgctg
tcececaccace
ctaaaaaggc
cccatttagt
gacccgctaa
gcacccacac
aaatgggcat
cttcggtatc
ggaaagigac
ctgcaaaacc
aaccgaacca
cagccccégt
cacttgaaaa
ctgggcgceg
ttaacgcata
attcacgtaa
acgtaattac
gggagtggta
gtctagatta
aatcgaaggt
gtattggcat
taggcaccat
taacgctaaa

aggtacacgg

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6200

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860



cctacagaaa
ttttcactag
gtattggaag
agtatgcege
gccttettat
agtgggtcett
gtcgagttaa
ctaaatggaa
tggaaggaac
aaccatttte
gatttagtgc
gtgggccate
atagtggact
atttataagg
tatttaacgce
tcatcctgtt
ttttacgatt
tagcotttgt
cggttgaata
ctttgcctac
atccctgegt
gtacaaccga
cttgcttgta
<210> 31

<211> 8669
<212> ADN

aacagtatga
agaatgcatt
atcaagagca
cattattacg
tcggecttga
aaaagcagca
ccacccttta
acggcgtica
gtcaattccec
agtgatccat
tttacggcac
gccctgatag
cttgttccaa
atttttgtca
gaaatttaac
tttggggett
accgttcatc
agacctctca
tcatattgac
tcattactcc
tgaaattaag
tttagcttta

cgatttattg

<213> Artificial

<220>

aactctcgaa
atatgcactc
tcaagtcgct
acaagctatc
attgatcata
taaccttttt
gattcataaa
ctccaatcta
atttcatgaa
tgctgttgac
ctecgacctec
acggtttttc
actggaacaa
ttttctgectt
aaaacattaa
ttctgattat
gattctcttg
aaaatagcta
ggtgatttga
ggcattgecat
gcttcaccag
tgctctgagg

gatgtt
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aatcaattag
agcgetgtgyg
aaagaagaaa
gaattatttg
tgcggattag
ccgtgatggt
gcgaaaataa
aacacgcaca
aatattgaat
aaagggaatc
aaaaacttga
gccctttgac
cactcacaac
actggttaaa
cgtttacaat
caatcggygt
tttgctocag
ccetetececgyg
ctgtctccgg
ttaaaatata
caaaagtatt

ctttattgct

cetttttatg
ggcattttac
gggaaacacc
atcaccaagqg
aaaaacaact
aacttcacgg
tgcggetcea
acagatttta
accacttaat
atagatccct
tttgggtgat
gttggagtcc
taactcggee
aaataagctg
ttaaatattt
acatatgatt
actttcaggt
catgaattta
cctttectecac
tgagggttct
acagggtcat

taattttgct

<223> Vector de clonacion M13KO7, secuencia completa

<400> 31

aacgctacta ctattagtag aattgatgcc accttttcag ctcgeogccoce aaatgaaaat

atagctaaac aggttattga ccatttgcga aatgtatcta atggtcaaac taaatctact

42

ccaacaaggt
tttaggttgc
tactactgat
tgcagagcca
taaatgtgaa
taaccaagat
acgtacccac
cgtgaatgtt
gtgatcattg
ttagggttcc
ggttcacgta
acgttcttta
tattctttitg
atttaacaaa
gcttatacaa
gacatgctag
aatgacctga
tcagctagaa
ccgtttgaat
aaaaattttt
aatgtttttg

aactctctgc

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9206

60

120



cgttegeaga
gttgcatatt
tcecgcaaaaa
ttggagtttg
tettteggge
cagggtaaag
tttgaggggg
aaacatttta
ggtttttatc
aattcctttt
atgaatcttt
tcttccecaac
caatgattaa
ctcgtcaggg
aatatccggt
tgtacaccgt
gtctgegecet
caggcgatga
caaagatgag
gtggcattac
caaagcctct
cgatcccecgcea
tgcgtgggcey
attcaccteg
tttttggaga
tattctcact
tttactaacqg
ctgtggaatyg

tgggttccta

attgggaatc
taaaacatgt
tgacctctta
cttccggtect
ttcectettaa
acctgatttt
attcaatgaa
ctattacccc
gtcgtetggt
ggcgttatgt
ctacctgtaa
gtecctgactyg
agttgaaatt
caagccttat
tcttgtcaag
tcatctgtec
cgttcogget
tacaaatctc
tgttttagtg
gtattttacc
gtagcecgttg
aaagcggect
atggttgttg
aaagcaagct
ttttcaacgt
ccgctgaaac
tctggaaaga
ctacaggcgt

ttgggcttge

aactgttaca
tgagctacag
tcaaaaggag
ggttcgecttt
tetttttgat
tgatttatgg
tatttatgac
ctctggcaaa
aaacgagggt
atctgcatta
taatgttgtt
gtataatgaqg
aaaccatctc
tcactgaatg
attactcttg
tctttcaaag
aagtaacatg
cgttgtactt
tattcttteg
cgtttaatgg
ctaccctegt
ttaactcect
tcattgtecgg
gataaaccga
gaaaaaatta
tgttgaaagt
cgacaaaact
tgtagtttgt

tatccctgaa
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tggaatgaaa
caccagattc
caattaaagg
gaagctcgaa
gcaatccget
tcattctcgt
gattccgcag
acttcttttg
tatgatagtg
gttgaatgtg
ccgttagttc
ccagttetta
aagcccaatt
agcagctttg
atgaaggtca
ttggtcagtt
gagcaggtcg
tgtttcgecgce
cctctttegt
aaacttcctc
tcegatgety
gcaagcctca
cgcaactatc
tacaattaaa
ttattcgcaa
tgtttagcaa
ttagatcgtt
actggtgacg

aatgagggtg

cttccagaca
agcaattaag
tactctctaa
ttaaaacgcg
ttgcttctga
tttctgaact
tattggacgce
caaaagcctc
ttgctcttac
gtattcctaa
gttttattaa
aaatcgcata
tactactcgt
ttacgttgat
gccagcctat
cggtteecctt
cggatttcga
ttggtataat
tttaggttgy
atgaaaaagt
tetttegetyg
gcgaccgaat
ggtatcaagc
ggctcetttt
ttcetttagt
aaccccatac
acgctaacta
aaactcagtg

gtggctctga
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ccgtacttta
ctctaagcca
tcectgacctyg
atatttgaag
ctataatagt
gtttaaagca
tatccagtet
tcgctatttt
tatgcctegt
atctcaactg
cgtagatttt
aggtaatteca
tctggtgttt
ttgggtaatg
gcgcctggte
atgattgacc
cacaatttat
cgctgggggt
tgccttegta
ctttagtcct
ctgagggtga
atatcggtta
tgtttaagaa
ggagcctttt
tgttcectttc
agaaaattca
tgagggttgt
ttacggtaca

gggtggeggt

240

300

360

120

480

540

600

660

720

780

840

200

2960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

144G

1500

1560

1620

1680

1740

1860

1860



tctgagggtyg
attcecggget
aaccccgceta
cagaataata
caaggcacktg
tatgacgctt
gatccatteg
gctggeggey
ggcggttctyg
gattttgatt
gaaaacgcgc
gctgctateg
ggtgattttg
ttaatgaata
tttgtcttta
ttcecgtggtyg
tttgctaaca
tattattgcyg
ttaaaaaggyg
ggcttaacte
ttgttcaggyg
tctectgtaaa
attgggataa
ctcgttagcyg
cttgatttaa
cttagaatac
tcctacgatg
acccgttett
agattaggat

cgttctgcat

gcgygttctga
atacttatat
atcctaatcce
ggttccgaaa
accccecgttaa
actggaacgg
tttgtgaata
gctetggtgyg
agggtggcgy
atgaaaagat
tacagtctga
atggtttcat
ctggctctaa
atttcecgtca
gcgctggtaa
tectttgegtt
tactgcgtaa
tttcocctcggt
cttcggtaag
aattcttgtyg
tgttcagtta
ggctgctatt
ataatatggc
ttggtaagat
ggcttcaaaa
cggataagcc
aaaataaaaa
ggaatgataa
gggatattat

tagctgaaca

gggtggcggt
caaccctctc
ttctcttgag
taggcagggg
aacttattac
taaattcaga
tcaaggccaa
tggttctggt
ctctgaggga
ggcaaacygct
cgctaaaggce
tggtgacgtt
ttcccaaatg
atatttacct
accatatgaa
tettttatat
taaggagtct
ttccttectgg
atagctattg
ggttatctct
attctcccgt
ttcatttttg
tgtttattte
tcaggataaa
cctcccgcaa
ttctatatct
cggcttgett
ggaaagacaq
ttttettgtt

tgttgtttat
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actaaacctc
gacggcactt
gagtctcagce
gcattaactg
cagtacactc
gactgcgett
tcgtctgace
ggcggetcetyg
ggcggttccg

aataaggggy
aaacttgatt
tceggecttyg
gctcaagtcg
tcecctecete
ttttctattyg
gttgccacct
taatcatgcce
taactttgtt
ctatttcatt
ctgatattag
ctaatgcgct
acgttaaaca
gtaactggca
attgtagctg
gtcgggaggt
gatttgctty
gttctcgatg
ccgattattg
caggacttat

tgtcgtegte

ctgagtacgg
atccgectgg
ctcttaatac
tttatacggg
ctgtatcate
tccattctgg
tgcectcaacce
agggtggtgg
gtggtggctc
ctatgaccga
ctgtcgectac
ctaatggtaa
gtgacggtga
aatcggttga
attgtgacaa
ttatgtatgt
agttcttttyg
cggctatctg
gtttcttgct
cgctcaatta
tcecctgtttt
aaaaatcgtt
aattaggctc
ggtgcaaaat
tcgctaaaac
ctattgggcyg
agtgcggtac
attggtttet
ctattgttga

tggacagaat
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tgatacacct
tactgagcaa
tttcatgLot
cactgttact
aaaagccatg
ctttaatgag
tcoctgtecaat
ctetgagggt
tggttecceggt
aaatgccgat
tgattacggt
tggtgctact
taattcacct
atgtcegecct
aataaactta
attttctacg
ggtattccgt
cttacttttc
cttattattg
ccctetgact
tatgttattc
tcttatttgg
tggaaagacg
agcaactaat
gcctcgegtt
cggtaatgat
ttggtttaat
acatgctcgt
taaacaggcg

tactttacct

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



tttgtcggta
gttggcgttyg
actggtaaga
tccggtgttt
aatttaggte
tgtcttgcga
gaggttaaaa
cagcgtctta
agcgacgatt
attaaaaaag
tgtttcatca
tgtaacttgg
tactgttact
tgttttacgt
taatccaaac
tgataattcc
ttttaaaatt
gtctaatact
tagtgcacct
aactgaccag
tttLtcattt
cctcacctet
agggctatca
tattcttacg
tactggtcgt
tcaaaatgta
tctggatatt
tactaatcaa

cggtggcctc

ctttatattc
ttaaatatgg
atttgtataa
attctﬁattt
agaagatgaa
ttggatttgc
aggtagtctc
atctaagcta
tacagaagca
gtaattcaaa
tettettttg
tattcaaagc
gtatattcat
gctaataatt
aatcaggatt
gcteoettetyg
aataacgttc
tctaaatect
aaagatattt
atattgattyg
gctgctgget
gttttatctt
gttcgecgceat
ctttecaggtce
gtgactygygty
ggtatttcca
accagcaadg
agaagtattyg

actgattata

tcttattact
cgattctcaa
cgcatatgat
aacgccttat
attaactaaa
atcagcattt
tcagacctat
tcgctatgtt
aggttattca
tgaaattgtt
ctcaggtaat
aatcaggcga
ctgacgttaa
ttgatatggt
atattgatga
gtggtttectt
gddcaaagga
caaatgtatt
tagataacct
agggtttgat
ctcagcgtgg
ctgctggtgg
taaagactaa
agaagggttc
aatctgccaa
tgagcgtttt
ccgatagttt
ctacaacggt

aaaacacttc
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ggctcgaaaa
ttaagcccta
actaaacagg
ttatcacacg
atatatttga
acatatagtt
gattttgata
ttcaaggatt
ctcacatata
aaatgtaatt
tgaaatgaat
atccgttatt
acctgaaaat
tggttcaatt
attgccatca
tgttccgcaa
tttaatacqga
atctattgac
tcctcaatte
atttgaggtt
cactgttgca
ttegttoggt
tagccattca
tatctctgtt
tgtaaataat
tectgttgca
gagttcttet
taatttgcgt

tcaagattct

tgcctetgee
ctgttgagcg
ctttttctag
gtcggtattt
aaaagtttte
atataaccca
aattcactat
ctaagggaaa
ttgatttatg
aattttgttt
aattcgectc
gtttecteeey
ctacgcaatt
ccttccataa
tctgataatc
aatgataatg
gttgtcgaat
ggctctaatc
ctttctactg
cagcaaggtg
ggcggtgtta
atttttaatg
aaaatattgt
ggccagaatg
ccatttcaga
atggctggcg
actcaggcaa
gatggacaga

ggecgtacegt

45

taaattacat
ttggetttat
taattatgat
caaaccatta
tcgegttett
acctaagccg
tgactcttct
attaattaat
tactgtttcc
tcttgatgtt
tgcgegattt
atgtaaaaqgqg
tctttattte
ttcagaagta
aggaatatga
ttactcaaac
tgtttgtaaa
tattagttgt
ttgatttgce
atgctttaga
atactgaccyg
gcgatgtttt
ctgtgccacg
tcecttttat
cgattgagcg
gtaatattgt
gtgatgttat
ctcttttact

tcctgtcetaa

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400



aatcccttta
atacgtgctc
gtgtggtggt
tcgoctttett
gggggctece
atttgggtga
cgttggagtc
ctatctcggg
agaatatgtg
ttcgactgey
ggaagatact
coccoctgac
actataaaga
ctticggttt
cactcagttc
agtccgacceyg
caaaagcacc
tgcgccggtt
ttacctcggt
gttttttegt
cttattaagg
agattatcaa
atctaaagta
cctatctcag
ataactacga
ccacgctcac
cggggatcga
cgggaagatyg
gccgtcececegt

ttagaaaaac

atcggcctcec
gtcaaagcaa
tacgcgcage
cccttecottt
tttagggttc
tggttcacgt
cacgttcttt
acggatcgcet
atacaggata
gcgagcggaa
taacagggaa
aagcatcacyg
taccaggcgt
accggtgtca
cgggtaggca
ctgcgectta
actggcagca
aaggctaaac
tcaaagagtt
tttcagagca
ggtctgacge
aaaggatctt
tatatgagta
cgatctgtct
tacgggaggg
cggctccaga
ccagttggtyg
cgtgatctga
caagtcagcg

tcatcgagca

tgtttagctc
ccatagtacyg
gtgaccgecta
ctcgeccacgt
cgatttagtg
agtgggceat
aatagtggac
tcatgtggca
tattccgectt
atggcttacg
gtgagagggc
aaatctgacqg
ttccececectgg
ttccgectgtt
gttcgctceca
tccggtaact
gccactggta
tgaaaggaca
ggtagctcag
agagattacg
tcagtggaac
cacctagate
aacttggtct
atticgttca
cttaccatct
tttatcagca
attttgaact
tecttecaact
taatgctétg

tcaaatgaaa
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ccgctctgat
cgccctgtag
cacttgccag
tcgeccggett
ctttacggca
cgccctgata
tettgtteca
ggagaaaaaa
cctecgetcac
aacggggedy
cgcggcaaag
ctcaaatcag
cggctcccte
atggccgegt
agctggactg
atcgtcttga
attgatttag
agttttggtg
agaaccttcg
cgcagaccaa
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttacc
tccatagttg
ggceccagtg
ataaaccagc
tttgectttge
cagcaaaagt
ccagtgttac

ctgcaattta

tccaacgagqg
cggegeatta
cgeccctageg
tcecccgtcaa
cctecgaccece
gacggttttt
aactggaaca
ggctgcaccyg
tgactcgcta
agatttcctg
ccgtttttee
tggtggcgaa
gtgcgctctc
ttgtctcatt
tatgcacgaa
gtccaacccg
aggagttagt
actgcgctcc
aaaaaccgcc
aacgatctca
gttaagggat
aaaaatgaag
aatgcttaat
cctgactcce
ctgcaatgat
cagcecgattc
cacggaacyyg
tcgatttatt
aaccaattaa

ttcatatecaq
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aaagcacgtt
agcgceggegg
ccecgctectt
gctctaaatc
aaaaaacttg
cgccectttga
acactcaacc
gtgcgtcage
cgctcggteg
gaagatgcca
ataggctccg
acccgacagg
ctgttcctge
ccacgcctga
cccccogttoe
gaaagacatg
cttgaagtca
tccaagccag
ctgcaaggcg
agaagatcat
tttggtcatg
ttttaaatca
cagtgaggca
cgtegtgtag
accgcgagac
gagctcgeccce
tctgegttgt
caacaaagcc
ccaattctga

gattatcaat

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200



accatatttt
taggatggca
tattaattte
tgaatccggt
gccattacge
cgcctgageg
atgcaaccgg
ttcttctaat
atcaggagta
tagtctgacc
caactctggc
attatcgega
cctcgagcaa
gtaagcagac
gagattttga
ttgatttata
aaaaatttaa
caatcttcct
tagttttacg
tgatagcctt
gaacggttga
aatctttacce
tttatcctig
ttggtacaac
tgccttgect
<210> 32
<211> 8669
<212> ADN

<213> Artificial
<220>

tgaaaaagcc
agatcctggt
ccecteogtoaa
gagaatggca
tcgtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctcatctyg
gcatcecggget
gcccatttat
gacgtttcce
agttttattyg
gacacaacgt
agggattttg
cgcgaatttt
gttrttgggg
attaccgttc
tgtagacctc
atatcatatt
tacacattac
cgttgaaata
cgatttagct

gtatgattta

gtttctgtaa
atcggtctgce
aaataaggtt
aaagcttatg
aatcactecge
cgcgateget
ctgccagcgce
ctgttttcce
gcttgatggt
taacatcatt
tcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttcatgatga
ggctttccee
ccgatttcgg
aacaaaatat
cttttctgat
atcgattctc
tcaaaaatag
gatggtgatt
tcaggecattg
aaggcttcte
ttatgctctg

ttggatgtt
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tgaaggagaa
gattccgact
atcaagtgag
catttctttc
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatcgca
cggaagaggc
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatce
gctcataaca
tatattttta
ccececccoect
cctattggtt
taacgtttac
tatcaaccgg
ttgtttgctc
ctaccctete
tgactgtetc
catttaaaat
ccgcaaaagt

aggctttatt

aactcaccga
cgtccaacat
aaatcaccat
cagacttgtt
ccgttattca
caattacaaa
ttttcacctg
gtggtgagta
ataaattccg
cctttgceccat
gtcgcacctg
atgttggaat
cccettgtat
tcttgtgeaa
gcaggtcteyg
aaaaaatgag
aatttaaata
ggtacatatg
cagactctca
cggcatgaat
cggcctttect
atatgagggt
attacagggt

gcttaatttt

ggcagttcca
caatacaacc
gagtgacgac
caacaggcca
ttcgtgattg
caggaatcga
aatcaggata
accatgcatc
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgcccgac
ttaatecgegg
tactgtttat
tgtaacatca
ggctattctt
ctgatttaac
tttgcttata
attgacatgc
ggcaatgacc
ttatcagcta
cacccttttg
tctaaaaatt
cataatgttt

gctaattctt

<223> Fago colaborador resistente a interferencia de VCSM13, genoma completo.

<400> 32

a7

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

B280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8669



tgcctgactce
tgctgecaatg
gccagecgat
ccacggaacg
ttcgatttat
caaccaatta
attcatatca
aaactcaccg
tcgtecaaca
gaaatcacca
ccagacttgt
accgttattc
acaattacaa
attttcacct
agtggtgagt
cataaattcc
acctttgcca
tgtcgecacct
catgttggaa
cceccttgta
atcttgtgca
ctgcaggtct
ttaaaaaatg
acaatttaaa
ggggtacata
tccagactet
tccggeatga
tceggecttt

atatatgagg

ccegtegtgt
ataccgcgag
tcgagctecge
gtectgegttyg
tcaacaaagc
accaattctg
ggattatcaa
aggcagttece
tcaatacaac
tgagtgacga
tcaacaggce
attcgtgatt
acaggaatcg
gaatcaggat
aaccatgcat
gtcagccagt
tgtttcagaa
gattgcccga
tttaatcgcg
ttactgttta
atgtaacatc
cgggctattc
agctgattta
tatttgctta
tgattgacat
caggcaatga
atttatcage
ctcacccttt

gttctaaaaa

agataactac
acccacgctce
ccggggatcg
tcgggaagat
cgeegteccyg
attagaaaaa
taccatattt
ataggatggc
ctattaattt
ctgaatccgg
agccattacg
gcgcctgage
aatgcaaccyg
attcttctaa
catcaggagt
ttagtctgac
acaactctgg
cattatcgcg
gcctcgagca
tgtaagcaga
agagattttyg
ttttgattta
acaaaaattt
tacaatcttc
gctagtttta
cctgatagcc
tagaacggtt
tgaatcttta

tttttatcct
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gatacgggay
accggctcca
accagttggt
gcgtgatctyg
tcaagtcage
ctecatcgage
ttgaaaaagc
aagatcctgg
cceectegtea
tgagaatggc
ctcgtcatca
gagacgaaat
gcgcaggaac
tacctggaat
acggataaaa
catctcatct
cgcatcggge
agcccattta
agacgtttcc
cagttttatt
aaacacaacg
taagggattt
aacgcgaatt
ctgtttttgg
cgattaccgt
tttgtagacc
gaatatcatg
cctacacatt

tgcgttgaaa

ggcttaccat
gatttatcag
gattttgaac
atccttcaac
gtaatgctct
atcaaatgaa
cgtttctgta
tatcggtctg
aaaataaggt
aaaagcttat
aaatcactcg
acgcgatcgce
actgccagcg
gctgttttcc
tgcttgatgg
gtaacatcat
ttceccataca
tacccatata
cgttgaatat
gttcatgatg
tggctttece
tgccgattte
ttaacaaaat
ggcttttctt
tcatcgattc
tctcaaaaat
ttgatggtga
actcaggcat

taaaggcttc
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ctggccccag
caataaacca
ttttgettty
tcagcaaaag
gccagtgtta
actgcaattt
atgaaggaga
cgattccgac
tatcaagtga
gcatttettt
catcaaccaa
tgttaaaagyg
catcaacaat
cggggatcgce
tcggaagagg
tggcaacgct
atcgatagat
aatcagcatc
ggctcataac
atatattttt
cceeeeeeee
ggcectattygg
attaacgttt
attatcaacc
tcttgtttge
agctaccctce
tttgactgte
tgcatttaaa

tccecgcaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



gtattacagg
ttgcttaatt
actattagta
caggttattg
aattgggaat
ttaaaacatg
atgacctctt
gcttecggtce
ctteectcetta
gacctgattt
gattcaatga
actattacce
cgtcgtetgg
tggcgttatg
tctacctgta
cgtectgact
aagttgaaat
gcaagectta
ttcttgtcaa
ttcatctgtc
tcgtteccgge
atacaaatct
gtgttttagt
cgtattttac
tgtageceqgtt
aaaagcggcc
gatggttgtt
gaaagcaagc

attttcaacg

gtcataatgt
ttgctaattc
gaattgatgc
accatttgeyg
caactgttac
ttgagctaca
atcaaaagga
tggttegett
atctttttga
ttgatttatg
atatttatga
cctctggecaa
taaacgaggg
tatctgcatt
ataatgttgt
ggtataatga
taaaccatct
ttcactgaat
gattactctt
ctctttcaaa
taagtaacat
ccglttgtact
gtattcttte
ccgtttaatg
gctacccteg
tttaactcce
gtcattgtcg
tgataaaccg

tgaaaaaatt

ttttggtaca
tttgecttge
caccttttca
aaatgtatct
atggaatgaa
gcaccagatt
gcaattaaag
tgaagctcga
tgcaatcege
gtcattcteg
cgattcecgca
aacttectttt
ttatgatagt
agttgaatgt
tccgttagtt
geccagttett
caagcccaat
gagcagcttt
gatgaaggtc
gttggtcagt
ggagcaggtec
ttgtttcgeg
gectecttteg
gaaacttcct
tteegatget
tgcaagectc
gcgcaactat
atacaattaa

attattcgca
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accgatttag
ctgtatgatt
gctcgegeee
aatggtcaaa
acttccagac
cagcaattaa
gtactctcta
attaaaacgc
tttgcttctg
ttttctgaac
gtattggacg
gcaaaagcct
gttgctctta
ggtattccta
cgttttatta
aaaatcgcat
ttactactcg
gttacgttga
agccagccta
tcggttcect
gcggattteg
cttggtataa
ttttaggttg
catgaaaaag
gtctttcget
agcgaccgaa
cggtatcaag
aggctccttte

attcctttag

ctttatgctc
tattggatgt
caaatgaaaa
ctaaatctac
accgtacttt
gctctaagece
atcctgacct
gatatttgaa
actataatag
tgtttaaagc
ctatccagtc
ctcgeotattt
ctatgccteg
aatctcaact
acgtagattt
aaggtaattc
ttctggtgtt
tttgggtaat
tgcgeetggt
tatgattgac
acacaattta
tcgetggggyg
gtgccttegt
tctttagtecc
gctgagggtg
tatatcggtt
ctgtttaaga
tggagccttt

ttgtteccttt
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tgaggcttta
taacgctact
tatagctaaa
tcgttcgecag
agttgcatat
atccgcaaaa
gttggagttt
gtcttteggy
tcagggtaaa
atttgagggg
taaacatttt
tggtttttat
taattccttt
gatgaatctt
ttcttcccaa
acaatgatta
tctegtcagg
gaatatccgg
ctgtacaccg
cgtctgecgeco
tcaggcgatyg
tcaaagatga
agtggcatta
tcaaagccte
acgatccegc
atgcgtggge
aattcaccte
ttttttggag

ctattctcac
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tcecgetgaaa
gtctggaaag
gctacaggcy
attgggcttyg
ggcggttcetg
tatacttata
aatcctaatc
aggttccgaa
gaccccgtta
tactggaacyg
gtttgtgaat
ggctctggtyg
gagggtggcg
tatgaaaaga
ctacagtctyg
gatggtttea
gctggctcta
aatttccgte
ggcgctggta
gtetttgegt
atactgcgta
gtttcctegg
gctteggtaa
caattcttgt
gtgttcagtt
aggctgctat
aataatatgg
gttggtaaga
aggcttcaaa

ccggataage

ctgttgaaaqg
acgacaaaac
ttgtagtttg
ctatccctga
agggtggcgyg
tcaaccctct
cttctcttga
ataggcaggg
aaacttatta
gtaaattcag
atcaaggcca
gtggttetgg
gctctgaggyg
tggcaaacgc
acgctaaagg
ttggtgacygt
attecccaaat
aatatttacc
aaccatatga
ttcttttata
ataaggagtc
tttccttetg
gatagctatt
gggttatcte
aattctceceg
tttcatttte
ctgtttattt
ttcaggataa
acctcccgca

cttetatate

ttgtttagca
tttagategt
tactggtgac
aaatgagggt
tactaaacct
cgacggcact
ggagtctcag
ggcattaact
ccagtacact
agactgcget
atcgtctgac
tggecggetet
aggcggttcc
taataagggg
caaacttgat
tteeggeett
ggctcaagtce
ttcecteect
attttctatt
tgttgccacc
ttaatcatgc
gtaactttgt
gctatttcat
tctgatatta
tctaatgcgc
gacgttaaac
tgtaactggc
aattgtaget
agtecgggagyg

tgatttgctt
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aaaccccata
tacgctaact
gaaactcagt
ggtggctctg
cctgagtacg
tatccgectg
cctcttaata
gtttatacgg
cctgtatcat
ttccattetyg
ctgcctcaac
gagggtggtg
ggtggtgget
gctatgaccg
tctgtcgcta
gctaatggta
ggtgacggtyg
caatcggttyg
gattgtgaca
tttatgtatg
cagttctttt
tcggectatcet
tgtttcttyge
gcgetecaatt
ttcecetgttt
aaaaaatcgt
aaattaggct
gyggtgcaaaa
ttcgctaaaa

gctattggge

cagaaaattc
atgagggctyg
gttacggtac
agggtggcgg
gtgatacacc
gtactgagca
ctttcatgtt
gcactgttac
caaaagccat
gctttaatga
ctcctgtcaa
gctctgaggg
ctggttecgy
aaaatgccga
ctgattacgyg
atggtgctac
ataattcacc
aatgtcgcec
aaataaactt
tattttctac
gggtattccg
gcttactttt
tcttattatt
accctctgac
ttatgttatt
ttcttatttg
ctggaaagac
tagcaactaa
cgectecgegt

gcggtaatga

50

atttactaac
tctgtggaat
atgggttcct
ttctgagggt
tatteceggge
aaaccccget
tcagaataat
tcaaggcact
gtatgacgct
ggatccatte
tgctggegge
tggcggttct
tgattttgat
tgaaaacgcg
tgctgctatc
tggtgatttt
tttaatgaat
ctttgtettt
attccgtggt
gtttgctaac
ttattattge
cttaaaaagg
gggcttaact
tttgttcagg
ctectctgtaa
gattgggata
gctocgttage
tcttgattta
tcttagaata

ttcectacgat
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gaaaataaaa
tggaatgata
tgggatatta
ttagctgaac
actttatatt
gttaaatatg
aatttgtata
tattcttatt
cagaagatga
attggatttg
aaggtagtet
aatctaagct
ttacagaagc
ggtaattcaa
atcttetttt
gtattcaaag
tgtatattca
tgcaaataat
caatcaggat
cgctecttct
taataacgtt
ttctaaatcc
taaagatatt
gatattgatt
tgctgctgge
tgttttatct
agttcgegea
getttcaggt

tgtgactggt

acggcttget
aggaaagaca
tttttcttgt
atgttgttta
ctecttattac
gcgattctea
acgcatatga
taacgecctta
aattaactaa
catcagcatt
ctecagaccta
atcgctatgt
aaggttattc
atgaaattgt
gctcaggtaa
caatcaggecg
tctgacgtta
tttgatatgg
tatattgatg
ggtggtttct
cgggcaaagg
tcaaatgtat
ttagataacc
gagggtttga
tctecagegtyg
tctgctggtg
ttaaagacta
cagaagggtt

gaatctgcca

tgttctegat
gccgattatt
tcaggactta
ttgtcogtegt
tggctcgaaa
attaagccct
tactaaacag
tttatcacac
aatatatttg
tacatatagt
tgattttgat
tttcaaggat
actcacatat
taaatgtaat
ttgaaatgaa
aatccgttat
aacctgaaaa
taggttctaa
aattgccatc
ttgttecgeca
atttaatacg
tatctattga
ttcctcaatt
tatttgaggt
gcactgttge
gttcgttcgg
atagccatte
ctatctectgt

atgtaaataa
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gagtgcggta
gattggtttc
tetattgtty
ctggacagaa
atgcctctge
actgttgagc
gctttttcta
ggtcggtatt
aaaaagtttt
tatataaccc
aaattcacta
tctaagggaa
attgatttat
taattttgtt
taattecgect
tgtttctcce
tctacgcaat
cecttecatt
atctgataat
aaatgataat
agttgtcgaa
cggctctaat
cctticaact
tcagcaaqggt
aggcggtgtt
tatttttaat
aaaaatattyg
tggccagaat

tccatttcag

cttggtttaa
tacatgctcg
ataaacaggc
ttactttacc
ctaaattaca
gttggcttta
gtaattatga
tcaaaccatt
ctcgegttcet
aacctaagcc
ttgactcttc
aattaattaa
gtactgtite
ttcttgatgt
ctgcgcgatt
gatgtaaaag
ttctttactt
attcagaagt
caggaatatg
gttactcaaa
ttgtttgtaa
ctattagttyg
gttgatttge
gatgctttag
aatactgacc
ggcgatgttt
tctgtgecac
gtecctttta

acgattgagc

51

tacccgttct
taaattagga
gcgttctgea
ttttgteggt
tgttggcgtt
tactggtaag
ttccggtgtt
aaatttaggt
ttgtcttgeg
ggaggttaaa
tcagecgtett
tagcgacgat
cattaaaaaa
ttgtttcatc
ttgtaacttg
gtactgttac
ctgttttacg
ataatccaaa
atgataattc
cttttaaaat
agtctaatac
ttagtgctec
caactgacca
atttttcatt
gectcaccte
tagggctatc
gtattcttac
ttactggtcg

gtcaaaatgt
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aggtatttcc
taccagcaag
aagaagtatt
cactgattat
aatcggcecte
cgtcaaagca
ttacgcgcayg
tceettectt
ctttagggtt
atggttcacyg
ccacgttctt
gacggatcgc
gatacaggat
ggcgagcgga
ttaacaggga
caagcatcac
ataccaégcg
taccggtgtc
cecgggtagge
gctgcgeett
cactggcagc
taaggctaaa
ttcaaagagt
ttttcagage
gggtctgacg
aaaaggatct
atatatgagt
gcgatctgtce
<210> 33

<211> 22
<212> PRT

atgagcgttt
gccgatagtt
gctacaacgg
adaaacactt
ctgtttaget
accatagtac
cgtgaccget
tctecgecacg
ccgatttagt
tagtgggeca
taatagtgga
ttcatgtggc
atatteceget
aatggcttac
agtgagaggg
gaaatctgac
tttcececcctg
attccgetge
agttcgctcoc
atccggtaac
agccactggt
ctgaaaggac
tggtagctca
aagagattac
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtc

tatttegtre

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia sefal

<400> 33

ttcctgttge
tgagttctte
ttaatttgcg
ctcaggattc
ccegetetyga
gcgecctgta
acacttgcca
ttcgeegget
gctttacggc
tcgeccctgat
ctcttgttcee
aggagaaaaa
tectegetea
gaacggggcg
ccgeggcaaa
gctcaaatca
gcggctececct
tatggcegeg
aagctggact
tatcgtcttg
aattgattta
aagttttggt
gagaaccttec
gcgcagacca
cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttac

atecatagt
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aatggctggce
tactcaggca
tgatggacag
tggcgtaccyg
ttctaacgag
gcggcgcatt
gcgccctage
ttcccegtea
acctcgacce
agacggtttt
aaactggaac
aggctgcacc
ctgacteget
gagatttcct
gcegttttte
gtggtggcga
cgtgcgctct
tttgtctcat
gtatgcacga
agtccaaccc
gaggagttag
gactgcgete
gaaaaaccgc
aaacgatctc
cgttaaggga
taaaaatgaa

caatgcttaa

ggtaatattg
agtgatgtta
actcttttac
ttcctgtota
gaaagcacgt
aagegeggedg
gccecgctecct
agctctaaat
caaaaaactt
tcgecectttyg
aacactcaac
ggtgcgtcag
acgctegygre
ggaagatgce
cataggctee
aacccgacag
cctgttcctg
tccacgectg
acceceoogtt
ggaaagacat
tcttgaagtc
cteccaagcca
cctgcaaggc
aagaagatca
ttttggtcat
gttttaaatc

tcagtgaggc

ttctggatat
ttactaatca
tcggtggcect
aaatcecttt
tatacgtget
ggtgtggtgy
ttcgectttct
cgggggctcce
gatttgggtyg
acgttggagt
cctatctecgg
cagaatatgt
gttegactge
aggaagatac
gceecectga
gactataaag
cctttcggtt
acactcagtt
cagtccgacce
gcaaaagcac
atgcgccggt
gttacctegg
ggtttttteg
tcttattaag
gagattatca
aatctaaagt

acctatctca

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala

1

5

Ala Gln Pro Ala Met Ala

20

10
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7560

7620
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7860
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8220

8280

8340

8400

846C
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REIVINDICACIONES

1. Un genoma de fago o un fagémido que comprende un acido nucleico que codifica una proteina de fusion que
comprende la proteina de la cubierta menor de fago filamentoso pViIl, en el que la proteina de fusién no comprende
una secuencia sefial N terminal.

2. El genoma de fago o fagémido de la reivindicaciéon 1, en el que la proteina de fusion pVII comprende una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en pos. 1-33, 2-33, 3-33, 4-33 y 5-33 de SEQ ID NO:1
(MEQVADFDTIYQAMIQISVVLCFALGIIAGGQR).

3. El genoma de fago o fagémido de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el péptido exdgeno de la
proteina de fusién pVIl esta fusionado directamente al extremo N terminal de la secuencia pVII.

4. El genoma de fago o fagémido de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el péptido exdgeno de la
proteina de fusion pVII se selecciona del grupo que consiste en Avitag (SEQ ID NO:4), marca FLAG (SEQ ID NO:9),
marca HIS (SEQ ID NO:12), marca HAT, marca HA, marca c-Myc, marca Strep, marca V5, anticuerpo o fragmento
del mismo, receptor de linfocitos T o fragmento del mismo, MHC clase | y Il, anquirina, IgNAR o fragmento del
mismo, fibronectina o fragmento de la misma, dominio Z de proteina A, CTLA4 o fragmento del mismo, ImmE7 y
GFP y otros fluoréforos codificados por genes biolégicos.

5. El genoma de fago o fagémido de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el péptido exdgeno de la
proteina de fusién pVIl es un miembro de coleccion.

6. Un fago filamentoso que comprende el genoma de fago o fagémido de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.

7. El fago filamentoso de la reivindicacion 6, que comprende ademas un gen que codifica wt pVII y/o la proteina wt
pVIL.

8. El fago filamentoso de la reivindicacion 6, en el que el fago no comprende un gen que codifica wt pVIl y/o la
proteina wt pVII.

9. El fago filamentoso de cualquiera de las reivindicaciones 6-8, que comprende ademas una proteina de fusién plll
0 a una proteina de fusién pVIIl.

10. Una coleccion de fagos filamentosos como se describe en cualquiera de las reivindicaciones 6-9 que presenta
péptidos exdgenos como fusiones para plil, pVIl o pVIIl.

11. La coleccion de la reivindicacion 10, en la que los péptidos se presentan de forma simultanea en pVIl y plll o
bien pVIIl, o ambas.

12. Un sistema de presentacion en fagos que comprende un fagémido y un fago colaborador, en el que el fago
colaborador comprende el acido nucleico de la reivindicacion 1.

13. Un sistema de presentacion en fagos que comprende un fagémido y un fago colaborador, en el que el fagémido
comprende el acido nucleico de la reivindicacion 1.

14. Un kit que comprende el sistema de presentacion en fagos de la reivindicaciéon 12 y/o 13.
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Tabla de codones {negro}: A x
Escherichia_coli_K1#

Diferencia media: 30,97 %

.

0D

fall]

S

p.‘
rg:
=

100

i

B0

G

100

ADN {org): GG CTG AAC OAC ATC TTC GAG GCT CAC AAA ATC GAA TGG CAC GAA
aov (B : SGE CTG AAC GAN ATC W8 GAN GCN CAC AAA ATE GAR TGO CAR GAM
AAl 2 L I D I F = A [ K 13 E W H E

ADN: GAC TAC ARG GAC GAT GAD GAC AAL
aa: D ¥ E D D D o ®

D g

Cha: CAT CAC CAT CAL CAT Cad
aa: H H H H H H

Fig. 2

55



ES 2445152713

—-..-.H- T ____--. i I.de\ ®

1012
10‘11
1010

(TR £

Fig. 3

56



A405nm

ES 2445152713

1,4
1,2+
1,0-
0.8
0.6-

0.4 1

57



A450nm

ES 2445152713

187 o Anti-FLAG M2
161 —JAnti-FLAGM5
1,44 [—_JLeche desnatada
1,2-
1,0-
0,8-
0,6-
0,4+
0,24 |—|
> @ O
2° \;\S'*\\&x & &
& > v aX
\},\r‘b ® ,.\"’.'\)L~ '\n_)@
< S

58



ES 2445152713

A405nm

59



B scFv B3 scTCR

B scTCR WM schv

ES 2445152713

2,
PR B <y
‘(.’:75’ 2
&2 <y
K %,
) [ ( @
||lllll|llil|||(2y
O O O O oONWYTO @,
L2 o o O N — @'
P~ t9} ™ —
Huexmwu dwen;o) uolosodoud

2 <7
i ’ %

IR

frrr T T T

107

Ty L T T l
= o >,
— o

= e %

‘"’u’udwenp) uoloeIO[BA

Fig. 7

60



ES 2445152713

0,05-

Fig. 8

61



ES 2445152713

1,41 P ) AD anti-FLAG M2
1,2+ [ 1 MAD anti-FLAG M5
1,0{ 224 Bloque
E -
s 0.8
=3 i
d 0p-
0,4
0,2 _ ‘
8 [nl7 m Mz Ban
2
& écgu & R
& S A &
n_,‘L"Q \:\"’ ‘2\‘\% W
N o A’ °
< S ©
A &
& N
0,60-_ . AL anti-FLAG M2
] C—1 MAb anti-FLAG M5
0,45 ZZZZ71 Blogue
< |
=
= ]
é’ 0,30+
0,15 -
. ,// -
] 7
N U N il R
& & £ F
] M
:5@ N3 \2\‘% =
N A2 A’ &
> © J& s
E) N
N L)
Fig. 9

62



B. c==F23.2 &2 GB113 mmm phOx-BSA C—=1BSA

A. ===F232 &2z GB113 wmm phOx-BSA T—1BSA

ES 2445152713

w UQOVV

OGS
R

R A AR

2,01

1 1
!
wusoby

Fig. 10

63



ES 2445152713

<mm 2223 VSH |XO£Q BT e

-9')

WSOty

8

e

N

N

‘~ o % O
WSOy

L0’z

9 vSa 2222 €1199 aviA mmem Avi

Fig. 11

64



Valoracion (CfutetR/ml)

ES 2445152713

[—1 Sobrenadante puro M PEG
10 123
10 11—:

100 T

-

10°

10°

107

65



ES 2445152713

2,0+

N ™

®) & v
& Yy 5 -

_ j [ I ,\0% ¢

© o © ¢ O ,oov% ,mvv@

Wug0hyy

66



A405nm

ES 2445152713

169 C—F232 mmmGB113 =1 Leche desnatada

Fig. 14

67



ES 2445152713

ot RENIRH Ps {oemi- o
; E b fow )

(=

oy AF923 T4 W IIPYH 1o 993

=1 ‘1 K '3 (0400 -G
A LA LA A A

P Nfo23 THON W IITPYH TN T¥oo3

. 15

Fig

68



ES 2445152713

*_-_ 1 —__. T u.-d T

1013

1012

10104
108
108-

1
T

o
—

uoidelioje
:E\masa_dov oJEe ¥ 1o |7

107 -

1064

Fig. 16

69



ES 2445152713

2,0-_ I phOx-BSA
—3 Leche desnatada

1,5-

1,01

A405nm

N N v Q
R 5\ T X
Q Q &
&
S

Fig. 17

70



ES 2445152713

102
102
10+

1
o]
=

ooy ™21y, g MR) UGIRIOdOIG

@©
[ ]
—

10‘04
1{)19

=
-
]
—

1014

[waudmemo) SaUOIDEIO[BA

Fig. 18

71

+

IPTG

+

PTG



ES 2445152713

0.7 s phOx-BSA
0,6 —1BSA

0,54

0,41

0,3—_

A405nm

> N © N
S L ¢ N
Q x\ X (’\\
> N ?
& 2

72



ES 2445152713

BSA

CINIP-BSA

BSA

e GB113

N
a K
Q% Vv
T 4\0\,.
SN V\Q
(o
I
o o) o e o 0 o o4
& K & S 9 9® = 8 e
(o) o o) o o o o @Q
E:mc?q
o
o
o
L
-
(9]
.\..u% \vbv
Sy »\0»
)
— I s
T LA | ¥ L | * LSO M) LN | X * LI | T X ™1 fM\-
o To) o W0 o R o I >
o ~ o < 5] = =} O
o o o o S e o VV\
)
(o

73



ES 2445152713

W scTCR VapB4B2A1 T scFv anti-NIP

r T I
P - =)
o P 2
- -— =
m (uuaﬂnjofudwnma) UQ!OJOdOJd
‘ﬁ‘
o
b
g OQ-
<
o™
o
3 &
g3 =
S =
x &
[ SIS
= O
o O
v
<7
_ %,
T i SO'
S .|
= o T
- ot =

A

(lw’udwenp) uoloelo|ep

Fig. 21

74



ES 2445152713

Fig. 22

75



	Primera Página
	Descripción
	Lista de secuencia

	Reivindicaciones
	Dibujos


