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DESCRIPCION
Trampas de SUMO de alta afinidad
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo de la purificacién de proteinas diana basandose en su afinidad frente a reactivos de
unién especificos. En particular, la invencién se refiere a métodos para la purificacién por afinidad de union de
SUMO (modificador pequefio de ubiquitina) y proteinas conjugadas con SUMO mediante el uso de proteinas de
fusion que comprenden la organizacion en tandem de motivos de interaccion con SUMO.

Antecedentes de la invencion

Las modificaciones post-traduccionales de proteinas con proteinas de la familia de la ubiquitina son procesos
altamente dinamicos que aumentan el potencial de la célula de adaptarse a multiples situaciones fisiolégicas o
patolégicas (Hayashi et al.,, 2002; Seufert et al., 1995). La modificacion de proteinas por medio del modificador
pequefio de ubiquitina (SUMO) da como resultado diversos desenlaces. Las primeras dianas de SUMO identificadas,
la proteina oncogénica PML (leucemia promielocitica) y la proteina de transporte nucleocitoplasmatico RanGAP1
(activadora de RanGTPasa1), permitieron conectar las funciones de SUMO con la localizacién nuclear (Matunis et
al., 1996; Lapenta et al., 1997; Mahajan et al. 1997; Wilkinson y Henley, 2010). La identificacion y caracterizacion de
cientos de sustratos de SUMO sugiere el papel de SUMO como regulador de la actividad y estabilidad de las
proteinas (Seeler y Dejean, 2003). Las consecuencias corriente abajo estan mediadas, al menos en parte, por
efectores que contienen motivos de interaccién con SUMO o SIM.

Las proteinas SUMO solamente tienen un 20 % de identidad con ubiquitina, sin embargo, tienen una estructura
tridimensional similar (Kerscher et al., 2006) (Figura 1). Tres formas de SUMO (SUMO-1, SUMO-2 y SUMO-3) se
expresan de forma ubicua y migran con un peso molecular aparente de alrededor de 10 kDa en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida. SUMO-1 comparte solamente el 50 % de la identidad con SUMO-2 y SUMO-3,
pero SUMO-2 y SUMO-3 son idénticas en el 97 %, y forman una subfamilia distinta conocida como SUMO 2/3
(Tatham et al., 2001).

Como ocurre con la ubiquitina, las moléculas de SUMO se generan a través del procesamiento de un precursor de
alto peso molecular, cuya escisién expone la firma de doble glicina que esta involucrada en su conjugacion a
sustratos proteicos. Una cascada tiol-éster de 3 reacciones media la conjugacion de las moléculas de SUMO (Figura
2). Una Unica enzima activadora de SUMO (SAE) o E1, activa todas las moléculas de SUMO que se conjugan por
E2 Ubc9 (Hay, 2005; Wilkinson y Henley, 2010).

Este proceso esta facilitado por una ligasa E3 especifica de SUMO. Las ligasas de SUMO E3, tales como los
miembros de la familia de PIAS (inhibidor de la proteina de STAT activado) y RanBP3 (proteina de unién a Ran 3),
contienen un motivo SP-RING (Nuevo Gen Realmente Interesante) que es esencial para su funcion (Kahyo et al.,
2001 Schmidt y Muller, 2002). Un grupo distinto de ligasas de SUMO esta compuesto por la proteina Polycom (Pc2)
que esta asociada al silenciamiento génico (Kagey et al., 2003). La SUMOilacién es una modificacion altamente
reversible que esta mediada por cisteina proteasas especificas de SUMO (SUSP o SEN). En mamiferos se
notificaron inicialmente 6 SENP, de las que SENP-1-SENP3 y SENP5-SENP7 son especificas para las proteinas
SUMO. La localizacion de los SENP vy la especificidad para las isoformas de SUMO determina su accion (Yeh, 2009).
El mapeo inicial de la modificacion en los restos de lisina de SUMO permitié la identificacion de una secuencia
consenso de SUMO compuesto por wKxE, en el que @ es un aminoacido hidréfobo grande y x cualquier aminoacido
(Rodriguez et al., 2001; Xu et al., 2008). Dicho consenso se descubrié en RanGAP1, PML, p53 y IkBa, entre otras
proteinas e interacciona directamente con Ubc9 (Sampson et al., 2001; Wilkinson y Henley, 2010,). La lisina diana
entra en el bolsillo catalitico de Ubc9 mientras que los restos hidréfobos y acidicos interaccionan con la superficie de
esta E2 (Bernier-Villamor et al., 2002). Sin embargo, no todos los sitios de SUMOilaciéon se ajustan al consenso
canonico, la modificacion solamente ocurrira si el consenso presenta una region desestructurada o una superficie de
sustrato bien expuesta (Geiss-Friedlander y Melchior, 2007).

La estimulacion de las proteinas SUMO por sus sustratos podria alcanzarse mediante estrés celular, tales como el
choque térmico. Golebiowski y colegas (Golebiowski, 2009) describieron un cambio cuantitativo en los perfiles
globales de SUMOilacion durante el choque térmico, debido a que los experimentos anteriores demostraron un
aumento rapido y reversible de los conjugados de SUMO-2 y SUMO-3 cuando las células se desplazaron de la
temperatura normal de crecimiento a 37 °C a la estresante de 43 °C (Saitoh y Hinchey, 2000).

Las consecuencias de la SUMOilacién de una nueva diana proteica son dificiles de predecir ya que los cambios de
la conformacién, creacion o de enmascaramiento de las superficies de interaccion pueden afectar a la actividad,
estabilidad y localizaciéon de proteinas modificadas. Las proteinas SUMOiladas se reconocen por los motivos de
interaccion con SUMO (SIM) presentes en una gran diversidad de proteinas que incluyen la de leucemia
promielocitica (PML), proteina asociada al dominio de muerte (Daxx), enzima activadora de modificador similar a
ubiquitina 2 (UBAZ2), inhibidores de las proteinas de STAT activado (PIAS) y las ligasas de la proteina de los dedos
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de RING 4 (RNF4) (Geiss Friedlander y Melchior 2007). Los SIM contienen un nucleo hidréfobo flanqueado por
restos acidicos (E/D) y uno de serina (Song et al., 2004; Hecker et al., 2006). Los motivos SIM forman una lamina (3
que se une en orientacion paralela o antipararalela entre la hélice a 'y una hebra  de SUMO (Figura 3).

La afinidad de SIM y SUMO habitualmente es baja, alrededor del intervalo micromolar alto, lo que se debe
normalmente a la superficie reducida de interaccion. Para aumentar dicha afinidad, proteinas tales como la ligasa
dependiente de SUMO RNF4 contiene 4 dominios SIM. Parece que SIM2 y SIM3 juegan un papel mas importante en
la captura de proteinas SUMOiladas (Tatham et al., 2008). De este modo la PML SUMOilada se dirige a la
degradacion por el sistema ubiquitina-proteosoma, proporcionando la primera prueba molecular sobre como pueden
contribuir las moléculas de SUMO a regular la estabilidad proteica. Se han publicado columnas de afinidad que
contienen 4 SIM derivados del fragmento de origen natural 32-133 de RNF4 (Bruderer R et al. 2011) y que estan
comercializadas por BIOMOL (Affinity research).

Descripcion de la invencion
Breve descripcion de la invencion

Basandose en la observacion de que la proteina natural RNF4 (GeneBank ID: 6047) contiene mas de un SIM, la
presente invencion genera proteinas con motivos de afinidad con SUMO adicionales. Estas proteinas manipuladas
genéticamente deberian aumentar la afinidad de los SIM individuales para interaccionar con dianas de SUMO
modificadas, permitiendo el estudio de los mecanismos de post-modificacion que conectan las cascadas de
sefalizacién con funciones efectoras. De acuerdo con las estructuras moleculares descritas y publicadas para
SUMO y los dominios SIM (Figura 3), se esperaba una interacciéon cooperativa entre las moléculas de SUMO vy estas
trampas de SUMO disefiadas en la presente invencion. Esta invencion muestra los polipéptidos que se divulgan en
la presente invencién, de aqui en adelante citados como motivos de interaccion con SUMO en tandem (TSIM) o
entidades de union a SUMO (SUBE) indistintamente, que expresan mas de cuatro SIM organizados en tandem,
preferentemente, al menos, ocho SIM organizados en tandem. Estos SIM en tandem se pueden usar eficazmente
para capturar y analizar proteinas SUMOiladas in vitro y/o ex vivo. Ademas, los TSIM de la presente invencion
muestran una capacidad mayor para purificar proteinas SUMOiladas.

De acuerdo con la invencion, la expresion "in vitro" se refiere a procesos bioldgicos o reacciones que se realizan
usando componentes de un organismo que se han aislado de sus contextos biolégicos habituales a fin de permitir un
analisis mas detallado o mas conveniente que los que se pueden realizar con organismos completos, en un
ambiente artificial, es decir un laboratorio.

De acuerdo con la invencion, la expresion "ex vivo" se refiere a un proceso que tiene lugar fuera de un organismo.
Particularmente, este término se refiere a la experimentacion o mediciones hechas en o sobre una muestra o tejido
en un ambiente artificial fuera del organismo con la minima alteracion de las condiciones naturales. Las muestras o
tejidos se pueden extraer por cualquier método conocido y usarse para el mismo fin en el estado de la técnica.

De acuerdo con la invencion, el término "tandem" se refiere a la existencia en el mismo ADN o secuencia proteica,
de al menos dos o mas fragmentos distintos (nucledtidos o aminoacidos), cercanos entre si pero separados por
enlazadores o espaciadores, en alternancia. Particularmente, en la presente invencion, el término tandem se refiere
a mas de cuatro repeticiones de SIM, preferentemente al menos, ocho repeticiones de SIM, mas preferentemente
cuatro repeticiones de SIM2 (SEC ID O: 10) y cuatro repeticiones de SIM3 (SEC ID O: 12), ambas secuencias de la
proteina RNF4 (GeneBank ID: 6047), que estan organizadas, de modo alternativo en SIM2-enlazador-SIM3-
enlazador-SIM2-enlazador-SIM3-enlazador-SIM2-enlazador-SIM3-enlazador-SIM2-enlazador-SIM3, donde los
enlazadores son bien enlazadores naturales o artificiales.

Para el fin de la presente invencion el término "comprende” o "comprender”, a lo largo de la presente descripcion de
patente, incluye, especificamente, el término "consiste" o "consiste en", cuando se refiere, particularmente, a los
motivos de interaccion con SUMO (SIM) y a las secuencias biolégicas. Por lo tanto, en un primer aspecto, la
presente invencion se refiere a un polipéptido que comprende mas de cuatro motivos de interaccion con SUMO
(SIM), donde dichos motivos de interaccion con SUMO se unen entre si por una secuencia enlazadora de
aminoacidos artificial (no natural) o por una natural. Preferentemente, los motivos de interaccion con SUMO se
organizan en tandem y mas preferentemente el polipéptido divulgado en la presente invencién comprende al menos
ocho motivos de interaccion con SUMO (SIM) organizados en tandem.

Por lo tanto, se ordenaron ocho motivos SIM en tandem obtenidos mediante cuatro repeticiones de la secuencia de
SIM2 (SEC ID NO: 10) y la secuencia de SIM3 (SEC ID NO: 12 de RNF4 (GeneBank ID: 6047), espaciados bien por
el enlazador natural o un enlazador de poliglicina artificial (Figura 4). Estas construcciones denominadas TSIM1 o
SUBE1 (SEC ID NO: 7) y TSIM2 o SUBE 2 (SEC ID NO: 9) respectivamente, se clonaron en un vector de expresion
de proteina GST (pGEX6P1 SV5 His6) (SEC ID NO: 5). Esta proteina permite la purificacion de los TSIM o SUBE a
través de una columna de Glutation-Sepharose (Figura 5). Ademas de los SIM, este vector permite la expresion de
un marcador de His6 N-terminal y epitopo C-terminal reconocidos por anticuerpos especificos (Figura 6). Estos
marcadores son Utiles para verificar la integridad de las trampas por analisis de transferencia de Western y para
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considerar etapas adicionales de purificacién por inmunoprecipitacion, cuando fuera necesario. Las etiquetas
también permiten los procedimientos de inmunodeteccion (ELISA) y el estudio de la distribucion subcelular por
inmunofluorescencia indirecta. Otra ventaja de esta construccion es la posibilidad de usar la escision por proteasas
de precisién que eliminan la GST después de la incubaciéon con esta enzima especifica. Ademas, las TSIM1 o
SUBE1 (SEC ID NO: 7) contienen un enlazador natural, presente en RNF4, entre las secuencias SIMy TSIM2 o
SUBE2 (SEC ID NO: 9) contienen enlazadores de poliglicina sintéticos entre las secuencias SIM. Gracias a los
enlazadores sintéticos de poliglicina las TSIM2 o SUBE2 pueden capturar un amplio espectro de proteinas
SUMOiladas. Ademas, en las trampas que combinan TSIM1 (SUBE1) con TSIM2 (SUBE2), el espectro de proteinas
SUMOiladas para detectar y/o aislar aumenta con respecto al uso de trampas basadas en TSIM1 (SUBE1) o TSIM2
(SUBE2), de manera independiente.

En un segundo aspecto, la invencidon se refiere al uso de un polipéptido de acuerdo con la invencién para el
aislamiento de proteinas SUMOiladas.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de
acuerdo con la invencién.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a una construccién génica que comprende una secuencia de
nucledtidos de acuerdo con la invencion.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un vector de expresidon que comprende una secuencia de
nucledtidos o una construccién génica de acuerdo con la invencion.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a una célula que comprende una secuencia de nucleétidos, o una
construccion génica, o un vector de acuerdo con la invencion.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un animal no humano que comprende una secuencia de
nucledtidos, o una construccién génica, o un vector, o una célula de acuerdo con la presente invencion.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un proceso para obtener un polipéptido de acuerdo con la presente
invencion, que comprende cultivar una célula de acuerdo con la presente invencién en condiciones que permitan
producir dicho polipéptido vy, si se desea, recuperar dicho polipéptido del medio de cultivo.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un método in vitro para el aislamiento de una proteina SUMOilada
de una muestra que comprende

i) incubar un polipéptido divulgado en la presente invencion con dicha muestra en condiciones que permitan que
dicho polipéptido interaccione con dicha proteina SUMOilada presente en dicha muestra; y
ii) recuperar dicha proteina SUMOilada que se une a dicho polipéptido.

En un dltimo aspecto, la invencion se refiere a un kit que incluye un kit de diagndstico, que comprende un polipéptido
de acuerdo con la presente invencion, para la deteccién/aislamiento de proteinas sumoiladas.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Comparacion de SUMO y ubiquitina. (a) Alineamiento estructural de los esqueletos de SUMO-1
(gris) y ubiquitina (negro) de la base de datos VAST (NCBI). (b) El alineamiento de secuencias de la ubiquitina
(Ub), SUMO-1, SUMO-2 y SUMO-3 de H. sapiens y la proteina SUMO de S. cerevisiae Smt3 se hizo usando
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Las posiciones que son idénticas en todas las secuencias
estan sombreadas en color oscuro, y las posiciones conservadas se incluyen en recuadros. Las posiciones que
son idénticas en al menos tres de las proteinas SUMO, pero no en Ub, estan sombreadas en gris (Jonhson,
2004).

Figura 2: Ciclo de SUMO. La conjugacion de SUMO esta mediada por la enzima activadora de SUMO (SAE) o
E1 y la enzima conjugadora (E2) Ubc9. Las ligasas E3 de SUMO son distintas y especificas para cada reaccion.
La maduracion y el reciclaje de las moléculas de SUMO estan mediados por cisteina proteasas especificas de
SUMO (SENP). Los sustratos modificados por SUMO conectan con muiltiples funciones.

Figura 3: Modelo de la estructura de SUMO e interaccion con los SIM. Estructura de lazo del SIM de PIASx
unido a la molécula de SUMO1 de acuerdo con la estructura publicada PDB: 2ASQ (Miteva et al., 2010).

Figura 4: Estructura, secuencias de ADN y aminoacidos de las trampas de SUMO (TSIM). Los dos tipos de
trampas de SUMO contienen los dominios SIM 2 y 3 de la proteina RNF4 (subrayado) y estan espaciadas bien
por los enlazadores naturales (TSIM1 o SUBE1) o bien por los enlazadores artificiales (TSIM2 o SUBE2).
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Figura 5: Esquema de la estrategia para la preparacion, purificacion y deteccion de las trampas de SUMO
TSIM. La parte superior ilustra las etapas de la purificacién de TSIM para usar como columnas de afinidad.

Figura 6: Deteccion de las trampas de SUMO TSIM. Deteccion de proteinas purificadas GST, TSIM1 (SUBE1)
y TSIM2 (SUBEZ2) detectadas por A) azul de Coomassie, B) por transferencia de Western con anticuerpos anti-
GST y C) anti- SV5. Los numeros de la parte izquierda de las fotografias indican el marcador de peso molecular.

Figura 7: Representacion esquematica del ensayo de interaccion de proteinas usando TSIM. Después de
la lisis celular, las TSIM son capaces de capturar proteinas SUMOiladas por la afinidad que existe entre los
dominios SIM que constituyen las TSIM.

Figura 8: Captura de PML SUMOilada, y de las cadenas SUMO usando las TSIM. (A) Se puede purificar PML
SUMOilada a partir de extractos de células MCF7 antes y después del tratamiento con 1 yM de Adriamicina
(ADA), usando TSIM1 (SUBE 1) pero no TSIM 2 (SUBE2). (B) La asociacion de las TSIM1 (SUBE1) con PML es
mas fuerte que la que se observa con las TSIM2 (SUBEZ2) o el control de GST. (C) La cadenas de PoliSUMO se
pueden purificar por TSIM1 (SUBE1) a partir de una reaccion de SUMOilacion in vitro usando solamente SUMO1,
SUMO2, SUMO3 o una mezcla SUM02/SUMO03. Se usé GST como control negativo. Los niumeros de la parte
izquierda de las fotografias indican el marcador de peso molecular. FT: flujo continuo, fraccion sin retener en la
columna de purificacion (ensayo de interaccion).

Figura 9: Analisis de las cadenas artificiales de SUMO usando TSIM. (A) La capacidad de las TSIM para
interaccionar con una fusion SUMO-2 que contiene 4 restos se evalu6 mediante un ensayo de interaccion con
GST. Se us6 GST como control negativo. Los nuimeros de la parte izquierda de las fotografias indican el
marcador de peso molecular. (B) La afinidad de ambas TSIM para la fusion de SUMO de estimé por resonancia
de plasmén superficial (RPS). Las afinidades estimadas para TSIM1 (SUBE1) y TSIM2 (SUBE2) fue de 42,5 uM
y >300 uM respectivamente. EN: entrada; FT: flujo continuo, fraccion sin retener en la columna de purificacion
(ensayo de interaccion).

Figura 10: Acumulacién de proteinas SUMOiladas después del choque térmico a 43 °C e inhibicion del
proteosoma con el tratamiento con MG-132. Se estresaron las células HelLa a 43 °C (A, B) o se trataron con
20 pM del inhibidor del proteosoma MG132 (C, D) durante los tiempos indicados. Después de la lisis celular, los
extractos celulares totales se analizaron por transferencia de Western con anticuerpos anti SUMO-1 (A, C) o anti
SUMO-2/3 (B, D). Los numeros de la parte izquierda de las fotografias indican el marcador de peso molecular.
Se uso Anti-GAPDH como control de carga.

Figura 11: Captura y analisis de proteinas SUMOiladas de extractos celulares. Las TSIM fueron capaces de
efectuar la interaccién con las proteinas SUMOiladas de los extractos Hela, después de 30 minutos de
tratamiento con 20 pM de MG-132, seguidos de 60 minutos de choque térmico (43 °C) para aumentar el nivel de
conjugados SUMOilados. Se usaron dos condiciones de tampén de extracciéon/union. A) Tampon que contenia
inhibidores de fosfatasas pero no NaCl. B) Tampén que contenia NaCl 75 mM. EN-entrada. Fracciones unidas-
capturadas. GST como control negativo. Los numeros de la parte izquierda de las fotografias indican el marcador
de peso molecular.

Figura 12: La inhibicion de las hidrolasas de SUMO favorece la captura mediada por TSIM de proteinas
SUMOiladas. Las células Hela se trataron con 20 uM de MG-132, seguido de 60 minutos de choque térmico (43
°C). Diez minutos antes de la lisis, las células fueron tratadas (+) o no (-) con inhibidor de proteasas PR619 a 100
MM. Las fracciones de TSIM unida se incubaron frente al anticuerpo anti-SUMO 2/3. Los nuimeros de la parte
izquierda de las fotografias indican el marcador de peso molecular.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion se refiere al papel de la SUMOilacion de proteinas en el control de multiples procesos vitales,
particularmente al uso potencial de los SIM para aislar dianas SUMOiladas. La invencién ha alcanzado un aumento
de la afinidad para proteinas SUMOiladas mediante la organizacion artificial de los SIM en tandem (TSIM o SUBE).
La invencion ha usado SIM2 (SEC ID NO: 10) y SIM3 (SEC ID NO: 12) de RNF4 ya que estos muestran una
capacidad mayor para interaccionar con proteinas SUMOiladas (Tatham ef al., 2008). Usando el tandem natural de
SIM2 y SIM3 de la ligasa de ubiquitina dependiente de SUMO RNF4, se ha multiplicado hasta 4 veces esta
secuencia para obtener ocho SIM organizados en tandem en cada trampa SUMO. Los ADN que codifican dichos
motivos se clonaron uno después del otro con un modo de orientacién 5°-3’. Una primera realizacion se refiere a una
version de TSIM (SUBE) denominada TSIM1 (SUBE1) (SEC ID NO: 6), que mantiene los enlazadores naturales
presentes en RNF4 mientras que una segunda realizacion contiene un enlazador de poliglicina artificial y se
denomina TSIM2 (SUBEZ2) (SEC ID NO: 8) (Figura 4). La flexibilidad de los enlazadores artificiales introducidos en la
TSIM2 (SUBEZ2) aumenta su capacidad de capturar una mayor gama de proteinas SUMOiladas no relacionadas
especificamente con RFN4. Ademas, la invencion demuestra que las TSIM (SUBE) se pueden usar para estudiar
procesos regulados por SUMO bajo distintas situaciones de estrés celular. Por lo tanto, las TSIM (SUBE) de acuerdo
con la presente invencion son herramientas moleculares Utiles para capturar e identificar proteinas poliSUMOiladas a
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partir de los extractos celulares y a partir de ensayos in vitro.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a un polipéptido que comprende mas de cuatro motivos de interaccion
con SUMO (SIM), en el que dichos motivos de interaccion con SUMO se unen entre si por una secuencia
enlazadora de aminoacidos artificial o por una natural. Preferentemente, los motivos de interaccion con SUMO (SIM)
se organizan en tandem.

En una realizaciéon particular de la presente invencion, el polipéptido comprende al menos ocho motivos de
interaccion con SUMO (SIM) organizados en tandem, en el que dichos motivos de interaccion con SUMO se unen
entre si por una secuencia enlazadora de aminoacidos artificial o por una natural.

Los motivos de interaccion con SUMO se pueden definir como porciones segmentadas de una secuencia
polipeptidica que reconoce e interacciona con proteinas SUMOiladas. En una realizacién particular de la invencion,
dicho motivo de interaccion con SUMO se selecciona del grupo de proteinas que presentan dichos motivos que
comprenden, entre otras: PML (Proteina de leucemia promielocitica), Daxx (proteina asociada al dominio de muerte),
UBA2 (enzima modificadora similar a ubiquitina 2), PIAS (inhibidor de la proteina de STAT activado), ligasa RNF4
(proteina de los dedos de Zn ring 4) y/o variantes de equivalentes funcionales de las mismas. En una realizacion
preferente de la invencion, dicho motivo de interaccion con SUMO se selecciona del grupo que comprende un SIM1,
SIM2, SIM3, SIM4 y/o combinaciones de los mismos. En una realizacion mas preferente, los motivos de interaccion
con SUMO son SIM2 (SEC ID NO: 10) y/o SIM3 (SEC ID NO: 12) de la proteina ligasa RNF4 (GeneBank ID: 6047) o
variantes funcionalmente equivalentes de la misma.

La expresién "funcionalmente equivalente" como se usa en el presente documento se refiere a un polipéptido de
acuerdo con la invencion que preferentemente conserva al menos una funcion biolégica o actividad de la secuencia
de aminoacidos especifica de un motivo de interaccién con SUMO, preferentemente la capacidad de unirse a SUMO
0 a una proteina SUMOilada.

En ofra realizacion particular de la invencion, el polipéptido de la invenciéon comprende cuatro motivos SIM2 y cuatro
motivos SIM3 y/o variantes de funcionalmente equivalentes de los mismos. En otra realizacion preferente de la
invencion, dicho polipéptido se selecciona del grupo que consiste en SEC ID NO: 7 y/o SEC ID NO: 9.

Tal como se menciona anteriormente, en una realizacion particular, el polipéptido de la invencién comprende al
menos ocho motivos de interaccion con SUMO organizados en tandem que se unen entre si por medio de una
secuencia enlazadora de aminoacidos artificial o por una natural.

De acuerdo con la invencioén, la expresion "enlazador o espaciador" como se usa en el presente documento, se
refiere a una region que proporciona espacio entre los motivos de interaccion con SUMO. De este modo se asegura
que la estructura secundaria de los motivos de interacciéon con SUMO no esté afectada por la presencia de motivos
de interaccién con SUMO proximos, de modo que se mantenga la funcidon del motivo de interaccion con SUMO.
Preferentemente, el enlazador o espaciador es de naturaleza polipeptidica. De este modo la secuencia del acido
nucleico que codifica el enlazador se puede insertar entre las secuencias que codifican el motivo de interaccion con
SUMO y se puede producir la construccion completa al mismo tiempo. El péptido enlazador preferentemente
comprende al menos dos aminoacidos, tal como como al menos tres aminoacidos, por ejemplo al menos cinco
aminoacidos, tal como al menos diez aminoacidos, por ejemplo al menos 15 aminoacidos, tal como al menos 20
aminoacidos, por ejemplo al menos 30 aminoacidos, tal como al menos 40 aminoacidos, por ejemplo al menos 50
aminoacidos, tal como al menos 60 aminoacidos, por ejemplo al menos 70 aminoacidos, tal como al menos 80
aminoacidos, tal como al menos 90 aminoacidos tal como aproximadamente 100 aminoacidos. El enlazador o
espaciador puede estar ligado al flanqueo del motivo de interaccién con SUMO a través de enlaces covalentes y
preferentemente el enlazador o espaciador es esencialmente no inmunogénico, y/o no es propenso a la escision
proteolitica, y/o no comprende ningun resto de cisteina. Los siguientes son ejemplos de secuencias enlazadoras,
que se creen especialmente preferentes para la union con un motivo de interaccion con SUMO. Los ejemplos
preferentes de péptidos enlazadores o espaciadores incluyen aquellos que se han usado para unir proteinas sin
alterar sustancialmente la funcién de las proteinas unidas o al menos sin alterar sustancialmente la funcién de una
de las proteinas unidas. Mas preferentemente los enlazadores o espaciadores se han usado para unir proteinas que
comprenden estructuras superenrolladas.

De acuerdo con la invencion, la expresion "enlazador o espaciador flexible" como se usa en el presente documento,
se refiere a una secuencia de region bisagra entre los motivos de interaccion con SUMO, que les permite moverse
independientemente unos de los otros mientras que se mantiene la forma tridimensional de los dominios
individuales. En ese sentido, un enlazador de secuencia flexible de acuerdo con la invencién podria ser una region
bisagra caracterizada por una laxitud estructural que permite este movimiento.

De acuerdo con la invencion, la expresion "enlazador o espaciador artificial (no natural)" como se usa en el presente
documento, se refiere a un péptido enlazador con una longitud de al menos 2 aminoacidos. En una realizacion mas
preferente, el péptido enlazador artificial comprende 2 o mas aminoacidos que se seleccionan del grupo que
consiste en glicina, serina, alanina y treonina. En una realizacion preferente de la invencion, dicho enlazador artificial
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es un enlazador de poliglicina. En una realizacion mas preferente de la invencién, dicho enlazador artificial de
poliglicina es un enlazador flexible.

De acuerdo con la invencion, la expresion "enlazador natural o espaciador" como se usa en el presente documento,
se refiere a una secuencia natural presente en proteinas de origen natural que presentan el motivo de interaccion
con SUMO descrito en la presente invencion, incluyendo PML, Daxx, UBA-2, PIAS y RNF4. En una realizacion
preferente de la invencion, el enlazador natural es el enlazador presente en la proteina RNF4.

En una realizacion particular de la invencién, los polipéptidos de la invencidon ademas comprenden la secuencia de
aminoacidos de una etiqueta. Dicha etiqueta incluye pero sin limitacion: etiquetas de polihistidina (etiquetas-His) (por
ejemplo H6 y H10, etc.) u otras etiquetas para el uso en sistemas de cromatografia de afinidad de iones metalicos
inmovilizados (IMAC), por ejemplo, las columnas de afinidad Ni2+, etc., fusiones de Glutatién S-Transferasa (GST),
fusiones de proteina de unién a maltosa (MBP), etiquetas de estreptavidina, la secuencia diana de biotinilizacion del
péptido sustrato de BirA (BSP) de la enzima bacteriana BirA y las etiquetas de epitopos que estan dirigidos por
anticuerpos (por ejemplo etiquetas c-myc, etiquetas FLAG, entre otras). Dichas etiquetas peptidicas se pueden usar
para la purificacion, inspeccion, seleccion y/o visualizacion de la proteina de fusién de la invencién. En una
realizacion particular de la invencion, dicha etiqueta es una etiqueta de deteccion y/o una etiqueta de purificacion.
Los inventores han mostrado (ver Ejemplo) que cuando el polipéptido de la invencién comprende una etiqueta His6x
N-terminal y un epitopo c-terminal, estos pueden reconocerse por anticuerpos especificos que permiten la
inmunoprecipitacion, inmunodeteccion (ELISA y transferencia de Western) y distribucién subcelular por
inmunofluorescencia indirecta. Por lo tanto, en una realizacion preferente de la invencion, dicha etiqueta de
deteccion es la etiqueta de epitopo Sv5 y dicha etiqueta de purificacion es una etiqueta de polihistidina.

La presente invencion no solamente se refiere a las secuencias de aminoacidos especificas que se divulgan en el
presente documento, sino también a variantes de las mismas, especificamente a variantes funcionalmente
equivalentes de las mismas, tales como fragmentos, andlogos y/o derivados. Por lo tanto, una variante de una
secuencia de aminoacidos especifica preferentemente retiene al menos una funcion biolégica o actividad de la
secuencia de aminoacidos especifica, preferentemente la capacidad de unirse a SUMO o a una proteina
SUMOilada.

Las variantes de los polipéptidos de acuerdo con la presente invencion pueden ser (i) una en la que uno o mas de
los restos de aminoacidos se sustituyen con un resto de aminoacido conservado o no conservado (preferentemente
un resto de aminoacido conservado) y dicho resto de aminoacido sustituido puede ser o no uno codificado por el
codigo genético, (ii) una en la que hay uno o mas restos de aminoacidos modificados, por ejemplo, restos que se
modifican por la adhesion de grupos sustituyentes, (iii) una en la que el polipéptido es una variante alternativa de
corte y empalme del polipéptido de la presente invencion, (iv) fragmentos de los polipéptidos y/o (iv) una en la que el
polipéptido se fusiona con otro polipéptido, tal como una secuencia lider o secretora o una secuencia que se emplee
para la purificacion (por ejemplo, etiqueta His) o para la deteccion (por ejemplo, etiqueta de epitopo Sv5). Los
fragmentos incluyen polipéptidos generados por medio de escision proteolitica (incluyendo protedlisis multi-sitio) de
una secuencia original. Las variantes pueden modificarse post-traduccionalmente, o quimicamente. Se considera
que dichas variantes estan dentro del alcance de los expertos en la materia a partir de la ensefianza del presente
documento.

Como se conoce en la técnica la "similitud" entre dos polipéptidos se determina mediante la comparacién de la
secuencia de aminoacidos y sus aminoacidos conservados sustitutos de un polipéptido respecto a una secuencia de
un segundo polipéptido. Las variantes se definen por incluir secuencias polipeptidicas distintas de la secuencia
original, preferentemente distintas de la secuencia original en menos del 40 % de los restos por cada segmento de
interés, mas preferentemente distintas de la secuencia original en menos del 25 % de los restos por cada segmento
de interés, mas preferentemente distintas en menos del 10 % de los restos por cada segmento de interés, mas
preferentemente distintas de la secuencia proteica original en solamente unos pocos restos por cada segmento de
interés y al mismo tiempo con suficiente homologia con la secuencia original para conservar la funcionalidad de la
secuencia original y/o la capacidad para unirse a SUMO o a una proteina SUMOilada. La presente invencion incluye
secuencias de aminoacidos que son al menos el 60 %, 65 %, 70 %, 72 %, 74 %, 76 %, 78 %, 80 %, 90 % o0 95 %
similares o idénticas a la secuencia de aminoacidos original. El grado de identidad entre dos polipéptidos se
determina usando algoritmos computarizados y métodos bastante conocidos por las personas expertas en la
materia. La identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina preferentemente usando el algoritmo
BLASTP (Manual BLAST, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894, Altschul, S., et al., 1990).

Los polipéptidos de la invencion se pueden modificar post-traduccionalmente. Por ejemplo, las modificaciones post-
traduccionales que estan dentro del alcance de la presente invencion incluyen la escision del péptido sefial,
glucosilacion, acetilacion, isoprenilacion, miristoilacion proteolitica, plegamiento proteico y procesamiento
proteolitico, etc. Algunas modificaciones o acontecimientos de procesamiento requieren la introduccion de
magquinaria biolégica adicional. Por ejemplo, acontecimientos de procesamiento, tales como la escision del péptido
sefal y la glucosilacion del nucleo, se examinan afiadiendo membranas microsémicas caninas o extractos de
huevos de Xenopus (Patente de EE.UU. N° 610348) a una reaccion de traduccion convencional.
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Los polipéptidos de la invencién pueden incluir aminoacidos artificiales formados por modificacién post-traduccional
o introduciendo aminoacidos artificiales durante la traduccién. Esta disponible una diversidad de enfoques para
introducir aminoacidos artificiales durante la traduccién proteica. A modo de ejemplo, los ARNt especiales, tales
como los ARNt que tienen propiedades supresoras, ARNt supresores, se han usado en el proceso de
reemplazamiento de aminoacidos no nativos de sitio dirigido (RAANS). En el RAANS, se requiere un tnico codon en
el ARNm y el ARNt supresor, que actdan para dirigir un aminoacido no nativo a un unico sitio durante la sintesis
proteica (W090/05785). Sin embargo, el ARNt supresor no debe ser reconocible por las aminoacil ARNt sintetasas
presentes en el sistema de traduccion proteica. En ciertos casos, se puede formar un aminoacido no nativo después
de que la molécula de ARNt se aminoacile usando reacciones quimicas que modifican especificamente el
aminoacido nativo y que no alteran significativamente la actividad funcional del ARNt aminoacilado. Estas reacciones
se citan como modificaciones post-aminoacilacion. Por ejemplo, el grupo amino épsilon de la lisina unida a su ARNt
afin (tARNLYS), se podria modificar con una etiqueta aminoespecifica de fotoafinidad.

Como se explica anteriormente, los polipéptidos de la invencidn se pueden fusionar con otro polipéptido o etiqueta,
tal como una secuencia lider o secretora o una secuencia que se emplea para la purificacion o para la deteccion. En
una realizacion particular, el polipéptido de la invencion comprende la etiqueta de proteina glutation-S-transferasa
que proporciona la base para la purificacion rapida por alta afinidad del polipéptido de la invencién. Sin duda, esta
proteina de fusién GST se puede purificar después a partir de las células por medio de su alta afinidad por el
glutation. Las esferas de agarosa se pueden acoplar a glutation, y dichas esferas de agarosa con glutatién se unen
con proteinas GST. Por lo tanto, en una realizacién particular de la invencion, el polipéptido de la invencién se une a
un soporte sdélido. En una realizacion preferente, si el polipéptido de la invencién comprende un resto GST, el
polipéptido se acopla a un soporte modificado con glutatién. En un caso particular, dicho soporte modificado con
glutation es una esfera de agarosa con glutation. Adicionalmente, se puede incluir una secuencia que codifique un
sitio de escisiéon por proteasas entre dicha etiqueta de afinidad y la secuencia polipeptidica, permitiendo de este
modo la eliminacion de la etiqueta de unidn después de la incubacion con esta enzima especifica y facilitando por lo
tanto la purificacion de la proteina de interés correspondiente.

En una realizacién particular, el polipéptido de la invencién comprende ocho motivos de interaccion con SUMO
adheridos a través de su N-terminal a un resto de GST y a través de su C-terminal a una etiqueta de deteccion, en
particular, la etiqueta Sv5 y comprende, adicionalmente, un sitio de escision por proteasas entre el resto GST y el
primer dominio SUMOilado y una etiqueta de polihistidina entre el sitio de escision por proteasas y el primer motivo
de interaccion con SUMO. Se puede ver una representacion esquematica de dicha una construccion en la Figura 5.
En realizaciones preferentes, el polipéptido de fusion comprende cuatro motivos de interaccion con SUMO,
preferentemente motivos SIM2 derivados de RNF4 y cuatro motivos de interaccién con SUMO, preferentemente
motivos SIM3 derivados de RNF4 (Figura 5), que estan organizados, de modo alternativo SIM2-enlazador-SIM3-
enlazador-SIM2-enlazador-SIM3-enlazador-SIM2-enlazador-SIM3-enlazador-SIM2-enlazador-SIM3, en el que los
enlazadores son bien enlazadores naturales o artificiales.

Como se ha mencionado anteriormente, los inventores han mostrado que los polipéptidos de la invencién se pueden
unir a proteinas SUMOiladas. Por lo tanto, en otro aspecto, la invencién se refiere al uso de los polipéptidos de la
invencion para el aislamiento de proteinas SUMOiladas. En una realizaciéon particular, el aislamiento de dichas
proteinas SUMOiladas se lleva a cabo in vitro y/o ex vivo, por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 1 adjunto a
la presente invencion.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso del polipéptido de la invencion para la identificacion de los sustratos de
SUMO. En una realizacion particular, la identificacion de los sustratos de SUMO se selecciona del grupo de
proteinas que consisten en el supresor tumoral p53 y el inhibidor de NF-kB IkBa.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de la invencién.
En una realizacion particular, dicha secuencia se selecciona del grupo que comprende SEC ID NO: 6 y/o SEC ID
NO: 8.

Las secuencias de nucledtidos de la invenciéon como alternativa pueden tener variaciones de secuencia con respecto
a las secuencias de nucleétidos originales (SEC ID NO: 6 y SEC ID NO: 8), por ejemplo, sustituciones, inserciones
y/o deleciones de uno o mas nucledtidos, con la condicion de que el polinucledtido resultante codifique un
polipéptido de acuerdo con la invencion. Por lo tanto, el alcance de la presente invencion incluye secuencias de
nucledtidos que son sustancialmente homologas a las secuencias de nucledtidos de la invencion y codifican un
polipéptido de la invencion.

En el sentido usado en esta descripcion, una secuencia de nucledtidos es "sustancialmente homdloga" a cualquiera
de las secuencias de nucleotidos descritas anteriormente cuando su secuencia de nucledtidos tiene un grado de
identidad con respecto a la secuencia de nucleétidos de la invencion de al menos el 60 %, ventajosamente de al
menos el 70 %, preferentemente de al menos el 85 %, y mas preferentemente de al menos el 95 %. Una secuencia
de nucledtidos que es sustancialmente homdloga a la secuencia de nucledtidos de la invencion puede aislarse
tipicamente de un organismo productor del polipéptido de la invenciéon basandose en la informacion contenida en
dicha secuencia de nucledtidos, o se constituye basandose en la secuencia de ADN que se muestra en SEC ID NO:
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6 y SEC ID NO: 8, por medio de la introduccion de sustituciones conservativas o no conservativas, por ejemplo.
Otros ejemplos de posibles modificaciones incluyen la insercion de uno o mas nucleétidos en la secuencia, la adicion
de uno o mas nucledtidos en cualquiera de los extremos de la secuencia, o la delecién de uno o mas nucleétidos en
cualquiera de los extremos o dentro de la secuencia. El grado de identidad entre dos polinuclettidos se determina
usando algoritmos computarizados y métodos bastante conocidos por las personas expertas en la materia. La
identidad entre dos secuencias de nucledtidos se determina preferentemente usando el algoritmo BLASTN (Manual
BLAST, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894, Altschul, S., et al., 1990).

En otro aspecto, la invencion se refiere a una construccion génica, de aqui en adelante construcciéon génica de la
invencion, que comprende dichas secuencias de nucleétidos de la invencion, En una realizacion particular, dicha
construccion génica se une operativamente a elementos de control de la transcripcion, y opcionalmente de la
traduccion.

La construccion génica de la invencion puede incorporar una secuencia reguladora unida operativamente a la
secuencia reguladora de la expresion de la secuencia de nucleétidos de la invencion, formando de este modo un
casete de expresion. Como se usa en esta descripcion, la expresion "unida operativamente" significa que el
polipéptido de la invencion, codificado por la secuencia de nucleétidos de la invencién, se expresa en la fase de
lectura correcta bajo el control de secuencias de control de la expresion o reguladoras.

Las secuencias control son secuencias que controlan y regulan la transcripcion y cuando es apropiado, la traduccion
del polipéptido de la invencidén, e incluyen secuencias promotoras, secuencias que codifican reguladores
transcripcionales, secuencias de unién a ribosomas (RBS) y/o secuencias de terminacion de la transcripcion. En una
realizacion particular, dicha secuencia de control de expresion es funcional en organismos y células procariotas, por
ejemplo, bacterias, etc., mientras que en otra realizacion particular, dicha secuencia de control de expresion es
funcional en organismos y células eucariotas, por ejemplo, células de insecto, células vegetales, células de
mamiferos, etc. Los ejemplos de promotores bien conocidos adecuados para llevar a cabo la invencién incluyen
promotores constitutivos tales como los que se encuentran en algunos virus eucariéticos (poliomavirus, adenovirus,
SV40, CMV, virus del sarcoma aviar, virus de la hepatitis B, promotor del gen de la metalotioneina, promotor de la
timidina quinasa del virus del herpes simple, regiones LTR retrovirales, promotor de la inmunoglobulina, promotor de
la actina, promotor de EF-1 alfa asi como también promotores inducibles en los que la expresion del gen corriente
abajo requiere de la adicion de una sustancia de una sefial exégena al cultivo tal como el promotor de tetraciclina,
NFKappaB/luz ultravioleta, Cre/lox, promotores de choque térmico, promotores regulables por ARN polimerasa |l
descritos en el documento WO/2006/135436 asi como promotores especificos de tejido, tales como el promotor PSA
descrito en el documento W0O2006012221. Ventajosamente, la construccion de la invencion ademas comprende un
marcador o gen que codifica un motivo o un fenotipo que permite explorar la célula hospedadora transformada con
dicha construccion. En una realizacion particular, la expresion de dicha construccion génica se controla
externamente. En una realizaciéon mas particular, la expresién se controla externamente usando el sistema de
doxiciclina Tet-On.

La construccién génica de la invencion puede obtenerse por medio del uso de técnicas bastante conocidas en el
estado de la técnica (Sambrook et al., 1989).

La construccién génica de la invencién se puede insertar en un vector adecuado. Por lo tanto, en otro aspecto, la
invencion se refiere a un vector, de aqui en adelante vector de la invencién, que comprende la secuencia de
nucledtidos de la invencion o construccion génica de la invencion. La eleccion del vector dependera de la célula
hospedadora en la que se introducira posteriormente. En una realizacion particular, el vector de la invencion es un
vector de expresion. Los vectores adecuados para la insercién de la secuencia de nucleétidos de la invencién o la
construccion génica de la invencion son vectores derivados de vectores procariéticos de expresion tales como
pUC18, pUC19, pGEX-6P-1, Bluescript y sus derivados, mp18, mp19, pBR322, pMB9, ColE1, PCR1, RP4, vectores
fagicos y "lanzadera" tales como pSA3 y pAT28, vectores plasmidicos de expresion en levaduras tales como el
plasmido de 2 micrometros de levadura, plasmido de integracion, vectores plasmidicos episémicos en levaduras
(YEp), plasmidos similares y centroméricos, vectores de expresion en células de insectos tales como vectores de la
serie pAC y de la serie pVL, vectores de expresion en plantas tales como vectores de las series plBl, pEarleyGate,
pAVA, pCAMBIA, pGSA, pGWB, pMDC, pMY, pORE y similares y vectores de expresion en células eucariotas en
lugar de basados en vectores virales (adenovirus, virus asociados a adenovirus y retrovirus, y particularmente,
lentivirus) y vectores no virales tales como el pSilencer 4.1-CMV (Ambion), pcDNA3, pcDNA3.1/hyg pHCMV/Zeo,
pCR3.1, pEFI/His, pIND/GS, pRc/HCMV2, pSV40/Zeo2, PTRACE-HCMV, pUB6N5-His, pVAX1, pZeoSV2, pCl, pSVL
y pKSV-10, pBPV-1, pML2d y pTDT1. A modo ilustrativo, el vector en el que se introduce dicha secuencia de acido
nucleico puede ser un plasmido que esté o no integrado en el genoma de una célula hospedadora cuando se
introduce en dicha célula. Los ejemplos ilustrativos no limitantes de vectores en los que se puede insertar la
secuencia de nucleodtidos de la invencion o la construccion génica de la invencion incluyen un vector Tet-On inducible
para la expresion en células eucariotas.

El vector de la invencién se puede obtener por métodos convencionales conocidos por personas expertas en la
materia (Sambrook et al., 1989). En una realizacion particular, dicho vector es un vector util para transformar células
animales.
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El vector de la invencién se puede usar para transformar, transfectar o infectar células que se pueden transformar,
transfectar o infectar con dicho vector. En este sentido, la presente invencion también se refiere a una célula que
comprende y/o expresa las secuencias de nucleétidos de la invencién o una construccion génica de la invencion, o
un vector de la invencion. Dichas células pueden ser procariotas o eucariotas. El vector de la invencién se puede
usar para transformar células eucariotas tales como células de la levadura Saccharomyces cerevisiae o células de
mamiferos, por ejemplo, células epiteliales de rifidn 293 o células U20S, o células HelLa o células procariotas tales
como las bacterias Escherichia coli o Bacillus subtilis, por ejemplo.

Por lo tanto, en otro aspecto, la invencién se refiere a un animal no humano, de aqui en adelante animal no humano
de la invencion, que comprende y expresa una secuencia de nucleétidos de la invencion, o una construccion génica
de la invencién, o un vector de la invencién, o una célula de la invencion. En una realizacion particular de la
invencion, el animal no humano de la invencién es un mamifero, preferentemente un roedor, mas preferentemente
un ratén o una rata.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un proceso para obtener un polipéptido de la presente invencion, que
comprende cultivar una célula de la invencion en condiciones que permitan producir dicho polipéptido y, si se desea,
recuperar dicho polipéptido del medio de cultivo. Las condiciones para optimizar el cultivo de dicha célula
dependeran de las células usadas y son bien conocidas por la persona experta en la materia. El proceso para
producir el polipéptido de la invencidon opcionalmente incluye aislar y purificar dicho péptido de la invencién. El
polipéptido de la invencion se puede purificar a partir del medio de cultivo o de extractos celulares (ver Ejemplo 1). El
polipéptido de la invencién se captura convenientemente usando una matriz de purificacion adecuada,
concentrandose, una vez eluido, usando un filiro concentrador de proteinas disponible en el mercado, por ejemplo,
Amicon o Millipore Pellicon, como se conoce en el estado de la técnica.

En otro aspecto, la invencioén se refiere a un método in vitro para el aislamiento de la proteina SUMOilada a partir de
una muestra que comprende

i) incubar un polipéptido de la invencion con dicha muestra en condiciones que permitan que dicho polipéptido
interaccione con al menos una proteina SUMOilada presente en dicha muestra; y
ii) recuperar cualquier proteina SUMOilada que se una a dicho polipéptido.

En una realizacion particular, la etapa de recuperaciéon se lleva a cabo por medio del uso de una columna de
afinidad.

En una realizacion particular, dicha muestra es un extracto celular. Como se describe en el Ejemplo 1 adjunto a la
presente invencion, a fin de purificar la proteina SUMOilada a partir de extractos celulares, las células se pre-tratan
primero con un inhibidor del proteosoma. El motivo para esto es que numerosas proteinas ubiquitinadas y
SUMOiladas se recambian rapidamente por los proteosomas, haciendo dificil de detectar este acontecimiento
transitorio. Por lo tanto en una realizacion particular de la invencion, cuando dicha muestra es un extracto celular, las
células se pre-tratan primero con un inhibidor del proteosoma antes de obtener dicho extracto celular. En un caso
particular, dicho inhibidor del proteosoma es MG132 o lactacistina.

Un factor adicional a considerar es la presencia de enzimas desubiquitinadoras y desumoilizadoras (isopeptidasas)
en el extracto celular, que pueden eliminar las moléculas de ubiquitina y de SUMO de la proteina de interés,
previniendo de este modo la deteccion de las especies ubiquitinadas y SUMOiladas. Estos problemas se pueden
evitar, por ejemplo, preparando el tampoén de extraccion con compuestos nocivos tales como la yodoacetamina (IAA)
o N-etilmaleimida (NEM), que bloquean el resto critico de cisteina presente en el sito activo de la mayoria de las
enzimas de este tipo. Otro aspecto importante a considerar son las condiciones en las que una proteina se
ubiquitina, se SUMOila y se degrada, que son criticas para establecer las condiciones que promueven la
degradacion del sustrato si se detectan las formas ubiquitinadas y SUMOiladas. Otro factor a considerar es la
abundancia de la proteina de interés. En algunos casos, se puede evaluar la modificacién por ubiquitina y SUMO de
una proteina enddgena, mientras que en otros, se requiere la sobreexpresion de la proteina diana. Adicionalmente,
es necesario desnaturalizar el extracto antes de la purificacion de la proteina diana para demostrar que la proteina
de interés esta ubiquitinada/SUMOilada en si misma y no simplemente unida a proteinas co-purificadas adicionales
que estén ubiquitinadas/SUMOiladas.

Después de recuperar dicha proteina SUMOilada unida a dicho polipéptido, se puede llevar a cabo la elucién de
dicha proteina de interés por medio de, por ejemplo, la incubacién con una enzima especifica, tal como una
proteasa, cuando el polipéptido de la invencién comprende un sitio diana especifico para dichas enzimas, facilitando
la purificacion de la proteina correspondiente, o desubiquitinando/desumoilando la proteina recuperada usando
enzimas de desubiquitinacién/desumoilacion como se describe, por ejemplo, en el documento W0O0406514, o como
alternativa, usando condiciones desnaturalizantes o por métodos de centrifugacion.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un kit, de aqui en adelante kit de la invenciéon, que comprende el

polipéptido de la invencién. En la presente invencion, un "kit" se entiende como un producto que contiene distintos
reactivos para llevar a cabo los métodos de acuerdo con la presente invencion. Los kits de la invencion pueden
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comprender un envase que permita mantener los reactivos dentro de determinados limites. Los materiales
adecuados para preparar dichos envases incluyen vidrio, plastico (polietileno, polipropileno, policarbonato y
similares), botellas, viales, papel, bolsitas y similares. El kit de la invencion puede contener adicionalmente
instrucciones para usar los reactivos en el método de la invencion. Dichas instrucciones se pueden encontrar en la
forma de material impreso o en la forma de un soporte electrénico que puede almacenar instrucciones de modo que
puedan leerse por un sujeto, tales como medios de almacenamiento electrénico (discos magnéticos, cintas y
similares), medios opticos (CD-ROM, DVD) y similares. Los medios pueden contener adicionalmente o como
alternativa sitios web de Internet que proporcionen dichas instrucciones. En una realizacién particular, dicho kit
ademas comprende un soporte solido. En una realizacion mas particular, dicho soporte sélido es agarosa. En otra
realizacion particular, el kit de la invencién ademas comprende todos los elementos necesarios para llevar a cabo el
método que se divulga en la presente invencion.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion y no deberian considerarse en un sentido limitante, sino mas bien en un
sentido ilustrativo de la invencion.

EJEMPLO 1
Métodos.
Clonaje Molecular de oligonucleoétidos sintéticos que codifican SIM2 y SIM3 de RNF4.

Los oligonucledtidos sintéticos que codifican los SIM2 y SIM3 de la proteina RNF4 (GenBank ID: 6047) se clonaron
en el vector PGEX-6PI (Amersham) usando cebadores especificos tal como sigue: para TSIM1 (SUBE1) se usaron
cebadores con SEC ID NO: 1y SEC ID NO: 2 y para TSIM2 (SUBE2) cebadores con SEC ID NO: 3y SEC ID NO: 4.
Este vector se modificé introduciendo un enlazador, en fase, con una etiqueta His6 y un epitopo SV5 cadena arriba y
cadena abajo del sitio de clonaciéon multiple, respectivamente, conduciendo al vector PGEX-6P1 modificado (SEC ID
NO: 5). Dichas modificaciones permiten el reconocimiento de la proteina por anticuerpos especificos. Los
fragmentos que codifican los SIM2 (SEC ID NO: 10) y SIM3 (SEC ID NO: 12) de la proteina RNF4 se introdujeron en
estas construcciones, separados bien por las secuencias naturales de RNF 4 (TSIM1 o TUBE1) o por un enlazador
de poliglicina (TSIM2 o SUBEZ2) (Figura 4).

Ensayo de interaccion de proteinas.

A fin de usar las TSIM como columnas de afinidad para realizar el ensayo de interaccion de las proteinas
SUMOiladas, se cultivaron las células HeLa en medio DMEM (Gibco) complementado con FBS 10 % y el 1 % de
antibioticos a 37 °C. Treinta minutos antes de recogerlas, se traté a las células con 20 uM de MG-132 a 37°C y se
las estres6 durante 60 minutos por choque térmico a 43 °C para inducir los conjugados SUMOilados. Después se
realizé la lisis celular bien en fluoruro de sodio 50 uM, pirofosfato de tetrasodio 5 mM, beta-gliceropirofosfato 10 mM,
Igepal CA-630 1 %, EDTA 2 mM, Na2HPO4 20 mM/NaH2PO4 20mM pH 7,5, o fluoruro de sodio 25 mM, pirofosfato
de tetrasodio 2,5 mM, beta-gliceropirofosfato 5 mM, Igepal CA-630 1 %, EDTA 1mM, Na2HPO4 10mM/NaH2PO4
10mM pH 7,5, Tris 25mM pH 8,5, NaCl 75 mM, EDTA 2,5 mM, complementado con PMSF 1 mM y coctel de
inhibidor de proteasas completo 1,2 mg/ml (Roche).

Se incluyeron o no doscientos microgramos de TSIM1 (SUBE1), TSIM2 (SUBE2) o GST (como control) en el tampdn
de lisis antes de la sonicacion, como se indica en las leyendas de las figuras. La etapa de unién se realizé usando
esferas con GST (Biontex) con lavados posteriores con Tris 50 mM pH 8,5; NaCl 50 mM, EDTA5 mM e Igepal 1 % y
se realizd la elucion con tampon de Laemmli (Figura 7).

Para la captura de la PML SUMOilada, se estimularon 3 millones de células de cancer de mama de la linea MCF-7
con UV (25 J/m2) y se incubaron a 37 °C durante 4 horas. Las células se resuspendieron en 1 ml de tampén de lisis
que contenia 50 uM de PR619 (inhibidor de proteasas) y un céctel de inhibidores de proteasas (Roche). Después se
sonicaron las células dos veces durante 15 segundos. Las células lisadas se centrifugaron después durante 10 min
a 13000 rpm, 4 °C. Se guardd una alicuota de sobrenadante (Entrada) y el resto se mezclé con 200 ug de control
GST (GST), TSIM1 (SUBE1), TSIM2 (SUBE2) o no TSIM (SUBE) y no estimulacion (NE), junto con las esferas con
GST rotando 4 h a 4 °C. Las esferas de GST se lavaron después 3 veces con 1 ml de tampon de lavado (tampon de
lisis que contenia solamente NaCl 50 mM) y las esferas con GST se resuspendieron en tampén de Laemmli. Para el
analisis de transferencia de western, las muestras de entrada y de esferas se separaron en un gel de poliacrilamida
al 10 % vy las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF a 400 mA durante 2 horas. Se incubd la
membrana con anticuerpo anti-PML (Bethyl Laboratories Inc, Tejas, EE.UU.).

Ensayo in vitro de cadenas de SUMO
Para este ensayo, se us6 un tampon que contenia un sistema de regeneracion de ATP, Tris 50 mM pH 7,5, MgCI2

10 mM, ATP 2 mM, fosfato de creatina 10 mM (Sigma), 3,5 U/ml de cretina quinasa (Sigma), y 0,6 U/ml de
pirofosfatasa inorganica (Sigma). Las reacciones de realizaron como se cita: 10 ug de SUMO-1, 2 0 3 0 5 ug (si se
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usan en combinacion con SUMO-2 y SUMO-3), 0,325 ug de Ubc9 (ligasa de SUMO E2) y 0,08 ug de SAE1/2
purificada (ligasa de Sumo E1) (Biomol). Las reacciones se incubaron a 30 °C durante 2 horas y se pararon
mediante la adicion de tampdn de carga de la muestra con SDS. Los ensayos de interaccion se llevaron a cabo
guardando 1/10 de la entrada y uniendo el resto de la reaccion con 100 pl de esferas de agarosa con GST y 50 ug
de TSIM1 (SUBE1) durante 4 h y/o durante toda la noche a 4 °C en rotacion, con 1 mM de DTT (Ditiotreitol).
Después de la union, se centrifugaron las muestras a 1200 rpm, 5 min a 4 °C. Una pequeifia fraccion se unio para
analizar la fraccion no unida, y después las esferas se lavaron 5 veces con 2 ml de PBS 1X con el 0,05 % de Tween
20. Después se eluyeron las muestras en 100 pl (50 pl de BBX3+ 50 yl de PBS/0,05 % de Tween20). Los productos
de reaccion se resolvieron por SDS-PAGE (10 %).

RESULTADOS
Expresion y purificacion de las TSIM.

Las proteinas TSIM se expresaron en la cepa BL-21 de Escherichia coli, de acuerdo con procedimientos
convencionales. Después de eso, se cosechd el sedimento bacteriano por centrifugacion y se realizé la lisis celular
en PBS/NaCl 0,5M por sonicacion. Se mantuvo la misma concentracién de sal a lo largo del procedimiento
incluyendo las condiciones de almacenamiento. Los residuos resultantes se separaron también por centrifugacion y
el sobrenadante resultante se incubd con esferas de agarosa con GST (Glutation-S-transferasa). Las TSIM se
obtuvieron después por elucién usando glutation reducido. Las proteinas recombinantes se mantuvieron en
PBS/NaCl 0,5 My el 10 % de glicerol, a -80 °C hasta su uso.

TSIM1 (SUBE1) interacciona con cadenas de poliSUMO.

Para verificar la funcionalidad de estas construcciones recombinantes de interaccién TSIM, se analizé su capacidad
para interaccionar con el sustrato natural de RNF4, PML SUMOilada. Se descubrié que la TSIM1 (SUBE1)
modificada genéticamente pero no la TSIM2 (SUBEZ2) interacciona con la PML SUMOilada purificada a partir de
células MCF7 (linea celular de cancer de mama) estimuladas o no con un estimulo nocivo genotoxico con 1 uM de
Adriamicina (ADA) (Figura 8A). En las condiciones que se usan la PML SUMOilada muestra poca o ninguna
interaccion con TSIM2 (SUBEZ2) o control GST (Figura 8B). Sin embargo la forma no modificada de PML interacciona
con estas proteinas y con el control no especifico (NE) hecho solamente con esferas de agarosa (Figuras 8B). Asi
como los SIM de RNF4 interaccionan con PML solamente cuando esta SUMOilada, la capacidad de TSIM1 (SUBE1)
para interaccionar con cadenas de poliSUMO se ensay6 usando un ensayo de SUMOilacion in vitro. En este sistema
no se anadioé ni sustrato ni la enzima de SUMO E3, dando como resultado la produccion modesta de cadenas de
poliSUMO. Las cadenas que contenian hasta 2 moléculas de SUMO-1 o 3 moléculas de SUMO-2 o SUMO-3 solo
pudieron verse en la entrada (Figura 8C alta exposicidn). Sin embargo, las cadenas que contenian mas de 4
cadenas de SUMO se pudieron recuperar en la fraccion unida a TSIM1, siendo el mas eficaz, el ensayo de
interaccion realizado con una mezcla de SUMO-2 y SUMO-3 (Figura 8C alta exposicion). En estas condiciones
TSIM1 (SUBE1) no se une al SUMO-1 libre pero muestra una unién modesta al SUMO-3 libre y, mas importante, a
SUMO-2 y SUMO-3 libre, lo que sugiere las preferencias naturales de los SIM2 y SIM3 de RNF4 (Figura 8C baja
exposicion). Ademas, no se observaron uniones a GST de las cadenas de poliSUMO libres. El conjunto de todos
estos resultados indica que las TSIM1 (SUBE1) se unen a proteinas poliSUMOiladas tales como PML o a cadenas
de SUMO que contienen mas de cuatro restos de SUMO.

Las TSIM muestran mayor afinidad por cadenas de poliSUMO.

Para investigar la afinidad que tienen los TSIM frente a las cadenas poliSUMOiladas, los inventores usaron una
fusion de SUMO que contenia 4 moléculas (Taham MH et al, 2008). Dos enfoques distintos, el ensayo de interaccion
con GST y la resonancia de plasmon superficial (RPS), muestran que TSIM1 (SUBE1) tiene mayor afinidad por esta
fusion de SUMO recombinante tetramérica. Un ensayo de interaccion con GST muestra diferencias significativas en
la afinidad entre TSIM1 (SUBE1) o TSIM2 (SUBE2) y la fusion de SUMO (Figura 9A). Usando RPS, se estimaron
esas afinidades para 43,6 pM y > 400 pM para TSIM1 (SUBE1) y TSIM2 (SUBE2) respectivamente (Figura 9B). Los
experimentos de RPS se realizaron en un sistema Biacore 3000, equilibrado a 25 °C en tamp6n HBS-EP (HEPES
0,01 M pH 7,4, NaCl 0,15 mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 0,005 %) (Biacore), usando un chip sensor CM5 con un
anticuerpo anti-GST (Biacoreg inmovilizado covalentemente con una densidad de aproximadamente 9000 unidades
de resonancia (UR = pg/mm®). Se capturaron dominios SIM fusionados con GST en tandem en el chip sensor con
unas densidades medias (200-250 UR). Las moléculas de monoubiquitina (Sigma Aldrich) y similares a ubiquitina
SUMO-1, -2, y SUMO-3 (producidas como se ha descrito anteriormente (Rodriguez et al, 1999)) se inyectaron
después durante 30 s a un caudal de 30 pl/min, y tetra-SUMO2 (Bruderer et al., 2011) durante 50 s a 30 pl/min.
Todas las inyecciones se hicieron aleatoriamente.

Los datos obtenidos por RPS confirmaron que TSIM1 (SUBE1) reconoce cadenas de poliSUMO mientras que TSIM2

(SUBE2) no lo hace. Ademas los resultados mostrados en la presente invencion subrayan la importancia de los
aminoacidos acidicos de los SIM y la regidn enlazadora entre los SIM en el proceso de reconocimiento.
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Purificacion de las proteinas poliSUMOiladas totales inducidas después del estrés celular.

Para investigar si las TSIM pueden interaccionar con las proteinas SUMOiladas totales se usaron extractos celulares
purificados para ajustar las condiciones de acumulacién de proteinas SUMOiladas usando tratamiento de estrés por
choque térmico (43 °C) en células HelLa (Figura 10A y B). Los andlisis por transferencia de Western llevados a cabo
en estas células HeLa mostraron que las proteinas SUMOiladas aumentaban después de 15 a 30 minutos de
choque térmico con una acumulacion prominente después de 60 minutos (Figura 10A y B). También se observé que
mientras que SUMO-2/SUMO-3 se acumulaba 15 minutos después de estos tratamientos, la acumulaciéon de SUMO-
1 fue mas obvia después de 60 minutos de tratamiento. Resulta interesante que tanto SUMO-1 como SUMO-
2/SUMO-3 se acumulaban en tiempos similares lo que sugiere una activacion simultanea de la conjugacion de
ambos tipos de modificadores (Figura 10Ay B).

Recientemente, se ha asociado la SUMOilacién con la ubiquitinacion y se sabe que la inhibicion de la actividad del
proteosoma acumula proteinas SUMOiladas. Para evaluar el papel del proteosoma en el metabolismo de proteinas
conjugadas con SUMO y explorar adicionalmente las condiciones de acumulacion de proteinas SUMOiladas, se
realizé la cinética de los inhibidores del proteosoma en células HelLa (Figura 10C y D). Las células se trataron con
20 uM del inhibidor del proteosoma MG132 durante los tiempos indicados. Se pudo observar facilmente que las
proteinas SUMOiladas aumentaban después de 30 minutos de tratamiento con MG132. Por este motivo, se
seleccionaron las condiciones anteriormente mencionadas, 30 minutos de tratamiento con MG132 y 60 minutos de
choque térmico, para acumular/preservar las proteinas SUMOiladas.

Las TSIM como columnas de afinidad

A fin de verificar el uso de las TSIM como columnas de afinidad para realizar la captura de las proteinas
SUMOiladas, la invencion usé los ensayos de interaccion con GST para capturar las proteinas SUMOiladas de los
extractos de las células HelLa. Para enriquecer las proteinas SUMOiladas en las células, se han notificado diversos
estimulos. Aqui, en la presente invencion, se usé un pre-tratamiento durante 30 minutos con inhibidores del
proteosoma seguido de estimulacion por choque térmico a 43 °C durante 60 minutos. Se ensayaron varias
condiciones de extraccion para aumentar una extraccion eficaz y captura 6ptima de las proteinas SUMOiladas.
Debido a la arquitectura y a las propiedades de cada una de las TSIM, ambas trampas de SUMO mostraron
condiciones optimas de captura en distintos tampones La ausencia de NaCl en el tampdn favorecia la captura de
proteinas SUMOiladas por TSIM1 (SUBE1) (Figura 11A). Por el contrario la eficiencia de captura de TSIM2 (SUBE2)
mejoro en la presencia de NaCl 75 mM (Figura 11B), en condiciones en las que la entrada fue comparable tanto para
las condiciones de extraccién como para las de union.

Resulta interesante que la capacidad de TSIM1 (SUBE1) para capturar dianas SUMOiladas puede aumentar

afadiendo PR619 (Life-Sensors), el primer inhibidor de las enzimas desubiquitinadoras/desumoiladoras permeable a
las células (Figura 12).
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<170> PatentIn version 3.5
<210> 1
<211>72
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de TSIM1 o SUBE1

<400> 1

gatcttaaac tgctggagat gaaattgtgg acctcacttg tgaatcttta gagocotgtgg 60

tggttgatet gg ‘ 72

<210> 2

<211>75

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de TSIM1 o SUBE1

<400> 2

gatccecagat caaccaccac aggcotctaaa gattcacaag tgaggtccac aatttcatca 60

tectecagecag tttea 75

<210> 3

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de TSIM1 o SUBE1

<400> 3

gatctggegg tggaggaggc ggtgggattg tggacctcgg tggaggcgga gggggtggcy 60

tggttgatct gg 72

<210> 4

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de TSIM2 o SUBE2

<400> 4

15
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gateccagat caaccacgoc acccectccog cctecaccga ggtecacaat cccaccgect

cctecaccge ca

<210> 5
<211> 5058
<212> ADN

<213> vector modificado PGEX-6P1

<220>

<221> misc_feature

<222> (258)..(918)

<223> Glutatién-S-transferasa (GST)

<220>

<221> misc_feature

<222> (951)..(968)
<223> cola His6

<220>
<221> exdn

<222> (1002)..(1043)

<223> epitopo Sv5

<220>

<221> misc_feature
<222> (1456)..(2314)
<223> Resistencia a ampicilina

<220>

<221> misc_feature
<222> (3407)..(4487)

<223> lacl\q

<400> 5

acgttatega
gtatggetgt
tctggataat
tgttgacaat
cacaggaaac
aacccacteg
gcgatgaagg
ttocttatta
tagctgacaa
ttgaaggage
ttgaaactct

ategtttatg

ctgcacggtyg
gecaggtegta
gttttttgeg
taatcatcgg
agtattcatg
acttcttttyg
tgataaatgg
tattgatggt
gcacaacatg
ggtitttggat
caaagttgat

tcataaaaca

caccaatgct
aatcactgca
ccgacatcat
ctcgtataat
tccectatac
gaatatcttg
cgaaacaaaa
gatgttaaat
ttgggtggtt
attagatacg
tttottagea

tatttaaatg

tctggegtca
taattegtgt
aacggttctg

gtgtggaatt

taggttattg
aagaaaaata
agtttgaatt
taacacagtc
gtccasaaga
gtgtttcgag
agctacctga

gtgatcatgt

16

ggcagecate
cgetcaagge
gcaaatattc
gtgagcggat
gaaaattaag
tgaagagcat
gggtttggag
tatggccatc
gecgtgcagag
aattgcatat
aatgctgaaa

aacccatccet

ggaagctgty
geacteoogt
tgaaatgagc
aacaatttca
ggccttgtge
ttgtatgage
tttccecaate
atacgttata
atttecaatgce
agtaaagact
atgttcgaag

gactteatgt

€0

72

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
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tgtatgacgc tcttgatgtt gttttataca tggacccaat gtgectggat gogtteccaa
aattagtttg ttttaaaaaa cgtattgaag ctatcccaca aattgataag tacttgaaat
ccagcaagta tatagcatgg cectttgcagg getggcaage cacgtttggt ggtggegace
atceotecaaa atoggatetg gaagttotgt tocaggggee cetgggatet catecaccate

accatcacgg atceceoggaa ttcoeccgggg togacctega ¢ gga aag cca ata cot

Gly Lys Pro Ile Pro

1

5

aat cca cta ctt gga cta gaa tcc aca taggcggccg caatcgtgac
Asn Pro Leu lLeu Gly lLeu Glu Ser Thr

tgactgacga
ctocoggaga
ggegegtoay
agcggagtgt
aatgtcatga
ggaaccecta
taaccctgat
cgtgtcgeco
acgctggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
acegettttt
ctgaatgaag
acgttgegea
gactggatgyg
tggtttattg
ctggggecag
actatggatg
taactgtceag

tttaaaagga

gagttttegt

10
tetgectege
cggtcacage
cgggtgtigyg
ataattcttg
taataatggt
tttgtttatt
aaatgottea
ttattccctt
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttet
gtcgeccgeat
atcttacgga
acactgcgge
tgcacaacat
coataccaas
aactattaac
aggeggataa
ctgataaatc
atggtaagce
aacgaaatag
accaagttta
toetaggtgaa

tccactgagc

gegtttoggt
ttgtectgtaa
cgogtgtegy
aagacgaaag
ttecttagacg
tttctaaata
ataatattga
ttttgoggea
tgctgaagat
gatecttgag
gotatgtgge
acactattct
tggecatgaca
caacttaaott
gggggatcat
cgacgagegt
tggegaacta
agttgcagga
tggagccggt
ctccegtate
acagatcgct
ctcatatata
gatocottttt

gtcagacecec

gatgacggtg
geggatgeeg
ggcgeageoca
ggcctogtga
tcaggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgectte
cagttgggty
agttttegee
geggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactegece
gacaccacga
cttactcetag
ccacttetge
gagcgtgggt
gtagttatct
gagataggtg
ctttagattg
gataatcetea

gtagaaaaga

17

aaaacctetyg
ggagcagaca
tgacccagte
tacgoetatt
cttttegggg
tgtatocget
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggg
ccgaagaacy
ceogtgttga
tggttgagta
tatgcagtgc
tocggaggace
ttgatogttyg
tgoectgeage
cttecoggea
gctecggooet
ctcgeggtat
acacgacggg
cctcactgat
atttaaaact
tgaccaaaat

tcaaaggatec

acacatgcag
agcccgtcag
acgtagcgat
tttataggtt
aaatgtgcge
catgagacaa
tcaacattte
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttccaatyg
cgcoggycaa
ctcaccagtc
tgccataace
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
tecggetgge
cattgcagca
gagtcaggea
taagcattgg
tcatttttaa
accttaacgt

ttettgagat

780
340
900
960

1016

1063

1123
1183
1243
1303
13632
1423
1483
1543
1603
1é63
1723
1783
1843
1903
1963
2023
2083
2143
2203
2263
2323
2383
2443

2503



cecttttttte
gtttgttege
gogoagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggteggget
gaactgagat
gecggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattetg
cgaacgaceg
tticteoctta
tgcaaaacct
aatgtgaaac
gttteeegeg
geggegatgyg
cagtegttge
gtegeggega
gaacgaagcg
agtgggctga
tgcactaatg
attttctece
cagcaaatcg
ggetggoata
tggagtgcca
actgegatge
tccgggetge
tcatgttata

agcgtggacc

tgcegegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgectacata
cgtgtettac

gaacgggggyg

acctacageg
atceggtaag
cctggtatct
gatgetegte
tocctggectt
tggataaccy
agcgceagoga
cgeatoctgtg
ttogoggtat
cagtaacgtt
tggtgaacca
cggagctgaa
tgattggegt
ttaaateteoy
gcgtcgaage
tecattaacta
ttceggegtt
atgaagacgyg
cgctgttage
aatatctcac
tgteocggttt
tggttgecaa
gegttggtge
tceegeegte

gecttgetgea
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ctgctgettyg
gctaccaact
ccttctagtg
cetegetety
coggttggac
ttegtgeaca
tgagetatga
cggeagggte
ttatagtcct
aggggggcgyg
ttgctggect
tattacecgee
gtcagtgage
cggtatttoa
ggcatgatag
atacgatgte
ggccagccac
ttacattcee
tgecacctceo
cgocgatcaa
ctgtaaagey
teegetggat
atttcttgat
tacgegactg
gggccoatta
tcgeaatecaa
tcaacaaace
cgatcagatyg
ggatatctcg
aaccaccate

actctctcoag

caaacaaaaa
cttttteega
tagccgtagt
ctaatcectgt
tcaagacgat
cagoccaget
gaaagcogaca
ggaacaggag

gtcgggttec

agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagegg
caccgcataa
cgcccggaag
geagagtatyg
gtttctgega
aaccgcgtgg
agtcectggeoce
ctgggtgeca
gcggtgcaca
gaccaggatg
gtctctgace
ggcgtggage
agttctgtct
attcageccga
atgcaaatge
gegetgggeg
gtagtgggat
aaacaggatt

ggccaggegy

18

aaccaccgect
aggtaactgyg
taggccacca
taccagtgge
agttacegga
tggagegaac
cgottoccga
agegeacgag
gccacctctg
aaaacgcecag
tgttctttce
ctgataccge
aagagcgect
attcoccgacac
agagtcaatt
coeggtgtete

aaacgcggga

cacaacaact
tgcacgogee
gegtggtggt
atcttcoctege
ccattgctgt
agacacccat
atctggtege
cggogegtot
tageggaacg
tgaatgagyg
caatgcgege
acgacgatac
ttegectget

tgaagggcaa

accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgecagt
taaggegeag
gacctacace
agggagaaag
ggagottcea
acttgagcgt
caacgeggeoce
tgcgttatcc
tcgocgeage
gatgecggtat
catcgaatgg

cagggtggtg

ttatcagacc

aaaagtggaa

ggcgggcaaa
gtegeaaatt
gtcgatggta
gcaacgegtc
ggaagctgce
caacagtatt
attgggtcac
gogtctgget
ggaaggcgac
categtteoeo
cattaccgag
cgaagacage
ggggcaaace

tcagetgttyg

2563

2623

2683

2743

2803

2863
2923
2983
3043
3103
3163
3223
3283
3343
3403
3463
3523
3583
3643
3703
3763
3823
3883
3943
4003
4063
4123
4183
4243
4303

4363
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ccegteteac
cgogegttgg
cagtgagcgc
ctttatgett
aaacagcetat
aaaaccetgyg
gtaatagcga
aatggecgett
atettectga
cgeccatcta

agaatccgac

gccagacgcy

tggtgaaaag
ccgattcatt
aacgcaatta
ceggetogta
gaccatgatt
cgttaceccaa
agaggccege
tgeetggttt
ggcegatact
caccaacgta

gggttgttac

aattattttt
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aaaaaccacc
aatgcagctyg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acggattcac
cttaategee
accgategeo
coggeaccag
gtegtegtec
acctatceea
tcgecteacat

gatggogttg

<210> 6

<211> 288
<212>ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(288)
<223> TSIM1 0 SUBE1

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(24)

<223> enlazador natural de RNF4

<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(36)
<223> dominio SIM2

<220>

<221> misc_feature

<222> (37)..(60)

<223> enlazador natural de RNF4

<220>

<221> misc_feature
<222> (61)..(72)
<223> dominio SIM3

<220>

<221> misc_feature

<222> (79)..(96)

<223> enlazador natural de RNF4

<220>

<221> misc_feature
<222> (97)..(108)
<223> dominio SIM2

<220>

ctggcgcoeoca
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagce
tggccgtogt
ttgcagcaca
cttoccaaca
aagcggtgece
cctcaaactg
ttacggtcaa
ttaatgttga

gaatt

19

atacgcaaac
ttteceecgact
taggcaccee
ggataacaat
tttacaacgt
teceecttte
gttgcgeage
ggaaagctgg
gcagatgeac
teccgeogttt

tgaaagctgg

cgoctetece
ggaaagceggg
aggetttaca
ttcacacagg
cgtgactggy
gcecagetgge
ctgaatggeg
ctggagtgeg
ggttacgatg
gttcccacgg

ctacaggaag

4423

4483

4543

4603

4663

4723

4783

4843

4903

4363
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<221> misc_feature
<222> (109)..(132)
<223> enlazador natural de RNF4

<220>

<221> misc_feature
<222> (133)..(144)
<223> dominio SIM3

<220>

<221> misc_feature

<222> (151)..(168)

<223> enlazador natural de RNF4

<220>

<221> misc_feature
<222> (169)..(180)
<223> dominio SIM2

<220>

<221> misc_feature

<222> (181)..(204)

<223> enlazador natural de RNF4

<220>

<221> misc_feature
<222> (205)..(216)
<223> dominio SIM3

<220>

<221> misc_feature

<222> (223)..(240)

<223> enlazador natural de RNF4

<220>

<221> misc_feature
<222> (241)..(253)
<223> Dominio SIM2

<220>

<221> misc_feature

<222> (253)..(276)

<223> enlazador natural RNF4

<220>

<221> misc_feature
<222> (277)..(288)
<223> dominio SIM3

<400> 6

20



10

15

gga tct
Gly Ser

tta gag
Leu Glu

att gtg

Ile Val

gga tct
Gly Ser
50

tta gag
Leu Glu
65

att gtg
Ile val

<210>7
<211> 96
<212> PRT

gaa
Glu

cct
Pro

gac

Asp

gaa
Glu

cet
Pro

gac
Asp

act.
Thr

gtg
val

20

cte

Leu

act
Thr

gtg
val

ctc
Leu

<213> Homo sapiens

<400> 7

Gly
1

Leu

Ser

Glu

Ile val

Gly

Ser
50

Leu Glu

65

Ile Val

<210> 8
<211> 288
<212> ADN

Glu

Pro

Asp

Glu

Pro

Asp

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

got
Ala

gtg
val

act

Thr

gct
Ala

gtg
val

act
Thr
85

Thr

Val

20

Leu

Thr

Val

gga
Gly

gtt
val

tgt

Cys

gga
Gly

gtt
val
70

tgt
Cys

Ala

Val

Thr

Ala

Vval

Thr
85
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gat
Asp

gat
Asp

gaa

Glu

gat
Asp

gat
Asp

gaa
Glu

Gly

Val

Cys

Gly

val

70

Cys

gaa
Glu

ctg
Leu

tet

Ser
490

gaa
Glu

ctyg
Leu

tet
Ser

att
Tle

gga
Gly
25

tta

Leu

att
Tle

agga
Gly

tta
Leu

Asp Gl

Asp Le

Glu Se

Asp

55

Asp

40

Gl

gtg gac
Val Asp
10

tet gaa
Sar Glu

gag cct

Glu Pro

gtg gac
Vval Asp

tct gaa
Ser Glu

75

gag cct
Glu Pro
20

u

ik

r

u

Glu Ser

21

Ile Val

10

Gly Ser

25

Leu Glu

Ile Val

Gly Se

Leu Glu

90

cte
Leu

act
Thr

gtg

Vval

cte
Leu

act
Thr

gtg
val

r Glu

Asp

Glu

Pro

act
Thr

gct
Ala

gty

Val
45

act

Thr

gct
Ala

gtg
val

Leu

Thr

Vval

Leu

tgt
Cys

gga
Gly
30

gtt

Vval

tgt
Cys

gga
Gly

gtt
val

Thr

Ala

val

gaa
Glu
15

gat

Asp

gat

Asp

gaa
Glu

gat
Asp

gat
Asp
95

45

60

75

Pro

Thr

Val

Thx

Ala

Val

tot
Ser

gaa
Glu

ctg

Leu

tet
Ser

gaa
Glu
80

ctg

Cys

Gly

30

val

Cys

Gly

Val

Glu

15

Asp

Asp

Glu

Asp

Asp
95

Ser

Glu

Ser

Glu
80

Leu

418

2¢

144

192

240

288
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<222> (1)..(288)
<223> TSIM2 0 SUBE2

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(27)

<223> Enlazador artificial de poliglicina

<220>

<221> misc_feature
<222> (28)..(29)
<223> dominio SIM2

<220>

<221> misc_feature

<222> (40)..(57)

<223> Enlazador artificial de poliglicina

<220>

<221> misc_feature
<222> (58)..(72)
<223> dominio SIM3

<220>

<221> misc_feature

<222> (79)..(99)

<223> Enlazador artificial de poliglicina

<220>

<221> misc_feature
<222>(100)..(111)
<223> dominio SIM2

<220>

<221> misc_feature

<222> (112)..(129)

<223> Enlazador artificial de poliglicina

<220>

<221> misc_feature
<222> (130)..(144)
<223> dominio SIM3

<220>

<221> misc_feature

<222> (151)..(171)

<223> Enlazador artificial de poliglicina

<220>

<221> misc_feature
<222>(172)..(183)
<223> dominio SIM2

<220>

<221> misc_feature

<222> (184)..(204)

<223> Enlazador artificial de poliglicina

<220>

<221> misc_feature
<222> (205)..(216)
<223> dominio SIM3

<220>
<221> misc_feature

22



10

15

20

25

<222> (216).. (236)
<223> Enlazador artificial de poliglicina

<220>

<221> misc_feature

<222> (223).. (243)
<223> Enlazador artificial de poliglicina

<220>

<221> misc_feature

<222> (237)..(248)

<223> dominio SIM3

<220>

<221> misc_feature

<222> (244)..(255)

<223> dominio SIM2

<400> 8

gga
Gly
1

gga
Gly

ggg
Gly

gga
Gly

gga
Gly
65

ggg
Gly

<210>9
<211> 96

tet
Ser

g99
Gly

att
Ile

tet
Ser
50

ggg
Gly

att
Ile

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 9

ggc
Gly

ggt
Gly

gtg
Val

35

ggc
Gly

ggt
Gly

gtg
val

ggt
Gly

gte
val
20

gac

Asp

ggt
Gly

gte
val

gac
Asp

gga
Gly

gtg
Val

cte
Leu

gga
Gly

gtg
Val

cte
Leu
85

gga
Gly

gtt
val

ggt
Gly

gga
Gly

gtt
val
70

ggt
Gly
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ggc
Gly

gat
Asp

gga
Gly

ggc
Gly
55

gat
Asp

gga
Gly

ggt
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly
40

ggt
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

ag9g
Gly

gga
Gly
25

gga
Gly

g9g
Gly

gga
Gly

gga
Gly

att
Ile
10

tct
Ser

gg99
Gly

att
Ile

tct
Ser

o9
Gly
90

23

gtg
Val

ggc
Gly

Gly

gtg
vVal

gge
Gly
75

ggt
Gly

gac
Asp

ggt
Gly

gte
val

gac
Asp

ggt
Gly

gte
Val

cte
Leu

gga
Gly

gtg
vVal
45

cte

Leu

gga
Gly

gtg

Val

ggt
Gly

gga
Gly
30

gtt
val

ggt
Gly

gga
Gly

gtt
val

gga
Gly
15

ggo
Gly

gat
Asp

gga
Gly

gge
Gly

gat
Asp
95

ggc
Gly

ggt
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

Gly
80

oty
Leu

413

96

144

192

240

288
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30

35

Gly Sar Gly

Gly Gly Gly

Gly Ile Val

35

Gly Ser

50

Gly

Gly
65

Gly Gly

Gly Ile Vval

<210> 10

<211> 12
<212>ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(12)
<223> dominio SIM2

<400> 10

att gtg gac cte
Ile Val Asp Len
1

<210> 11

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

<210> 12

<211> 12
<212>ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(12)
<223> dominio SIM3

<400> 12

Gly

Val

20

Agp

Gly

val

Asp

Gly

Val

Leu

Gly

Val

Leu
85
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Gly

Val

Gly

Gly

Val

70

Gly

Ile
10

Gly Gly Gly

Leu Gly Ser

25

Asp

Gly Gly

40

Gly Gly

Gly Ile

55

Gly Gly

Asp leu Gly Ser

Gly Gly

Ile Val Asp Leu
1

24

Vval

Gly

Gly

Val

Gly
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende al menos ocho motivos de interaccion con SUMO (SIM), en el que dichos motivos
de interacciéon con SUMO se unen entre si por una secuencia enlazadora de aminoacidos natural.

2. Polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que los motivos de interaccion con SUMO se organizan en
tandem y se eligen de los presentes en una proteina seleccionada de: PML, Daxx, UBA2, PIAS, ligasa RNF4 y/o
variantes funcionalmente equivalentes de las mismas.

3. Polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2 en el que los motivos de interaccion con SUMO
se seleccionan del grupo que comprende: SIM1, SIM2, SIM3, SIM4 y/o combinaciones de los mismos.

4. Polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el polipéptido comprende cuatro
motivos SIM3 y cuatro SIM3 y/o variantes funcionalmente equivalentes de los mismos.

5. Polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 representado por SEC ID NO: 7.

6. Uso de un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para el aislamiento in vitro y/o ex vivo
de proteinas SUMOiladas y/o para la identificacion de los sustratos de SUMO.

7. Una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5.
8. Secuencia de nucledtidos de acuerdo con la reivindicacion 7, representada por SEC ID NO: 6.

9. Una construccion génica que comprende una secuencia de nucledtidos de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 7 u 8.

10. Vector que comprende una secuencia de nucleétidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, o
una construccién génica de acuerdo con la reivindicacion 9.

11. Una célula que comprende una secuencia de nucleétidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 u
8, 0 una construccién génica de acuerdo con la reivindicacion 9, o un vector de acuerdo con la reivindicacion 10.

12. Un animal no humano que comprende una secuencia de nucleétidos de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 7 u 8, o una construccion génica de acuerdo con la reivindicacion 9, o un vector de acuerdo con la
reivindicacion 10, o una célula de acuerdo con la reivindicacion 11.

13. Un proceso para obtener un polipéptido de acuerdo con las reivindicaciones de 1 a 5, que comprende cultivar
una célula de acuerdo con la reivindicacion 11 en condiciones que permitan producir dicho polipéptido y, si se desea,
recuperar dicho polipéptido del medio de cultivo.
14. Un método in vitro para el aislamiento de una proteina SUMOilada de una muestra que comprende
i) incubar un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5 con dicha muestra en
condiciones que permitan que dicho polipéptido interaccione con al menos una proteina SUMOilada presente en
dicha muestra; y
ii) recuperar cualquier proteina SUMOilada que se una a dicho polipéptido.

15. Un kit que comprende un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura §
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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