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DESCRIPCION
Deteccion y visualizacion del ciclo celular en células vivas

La presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que se une
especificamente al antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), comprendiendo dicha molécula de acido
nucleico una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 2 o la secuencia
de aminoacidos que se desvia de la SEC ID NO: 2 por sustitucién conservadora de uno o mas aminoacidos en la
posicion 1 a 28, 38 a 52, 63 a 98 y 115 a 123 de la SEC ID NO: 2. La presente invencion también se refiere a un
vector que comprende la molécula de acido nucleico de la invencién, a una célula huésped que comprende la
molécula de acido nucleico o el vector de la invencién y a un procedimiento de deteccion de la cantidad y/o
ubicacion del PCNA en células vivas, asi como a un procedimiento de deteccién selectiva de compuestos que tienen
un efecto sobre el ciclo celular.

Los anticuerpos son herramientas valiosas para identificar y visualizar estructuras celulares. Sin embargo, la
aplicaciéon de anticuerpos de origen natural para la deteccion de antigenos intracelulares requiere la
permeabilizacién (y a menudo la fijacion) de las células. Ademas, la deteccion basada en anticuerpos de antigenos
dentro de células intactas se evita esencialmente por el hecho de que los anticuerpos estan, por naturaleza,
disefiados para funcionar en un entorno oxidante (extracelular): la reduccion del ambiente en el citoplasma conduce
a una alteracion de la formacion de puentes disulfuro, que da lugar a un ensamblaje ineficiente de las partes que
reconocen el epitopo de las regiones variables de las cadenas ligera y pesada (Biocca et al. (1990); Cattaneo et al.
(1999). Unicamente en unos pocos casos, los anticuerpos intracelulares (AclC) se han utilizado para afectar a la
funcién de las proteinas in vivo, pero aun se sabe poco sobre sus propiedades en las células vivas (Biocca et al.
(1993); Biocca et al. (1990); Marasco et al. (1998); Cardinale et al. (1998); Kontermann (2004).

En un intento por evitar los problemas asociados con la aplicaciéon de anticuerpos en el citoplasma de células
intactas, en el pasado se ha estudiado la expresion proteica mediante la fusion de proteinas de interés a proteinas
fluorescentes tales como GFP (“marcaje con GFP”). El marcaje de proteinas con proteinas fluorescentes se ha
convertido en un procedimiento extremadamente popular para estudiar el trafico intracelular de proteinas y en
combinacion con técnicas de fotoblanqueo con fluorescencia, ha proporcionado informacién Unica sobre la dinamica
de las proteinas en células vivas. No obstante, solo se puede medir la dinamica de las proteinas quiméricas,
mientras que las proteinas auténticas, sus modificaciones postraduccionales asi como los componentes no
proteinaceos de la célula no se pueden evaluar mediante los procedimientos disponibles. Adicionalmente, la mayoria
de estos enfoques dan como resultado la agregacion de la proteina de fusién en la célula, es decir en una ubicacion
y/o expresion que no corresponde a la ubicacidon y/o expresidon naturales de la proteina (Chalfie y Kain, 2005;
Leonhardt et al., 1998).

En los ultimos tiempos, la exploracion del ciclo celular y los procesos que intervienen en el mismo ha ganado cada
vez mas interés. Ademas de la deteccion visual de las diferentes fases del ciclo celular usando microscopia éptica,
procedimientos aplicados habitualmente para estudiar el ciclo celular comprenden la tinciéon de los cromosomas que
implica la fijacién de las células y la tincion del nucleo con colorantes fluorescentes tales como DAPI que no es util
para rastrear proteinas especificas implicadas en el ciclo celular.

Para superar estas limitaciones, seria deseable generar aglutinantes proteicos detectables que eviten los problemas
y limitaciones de los anticuerpos de origen natural y establecer su aplicacion en la célula viva preferentemente
evitando la interferencia con los procesos celulares. Estos aglutinantes serian preferentemente Utiles para rastrear
las diferentes etapas del ciclo celular y proteinas especificas.

De acuerdo con ello, la presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido
que se une especificamente al antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), comprendiendo dicha molécula de
acido nucleico una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 2 o la
secuencia de aminoacidos que se desvia de la SEC ID N.° por sustitucion conservadora de uno o mas aminoacidos
en la posicion 1 a 28, 38 a 52, 63 a 98 y 115 a 123 de la SEC ID NO: 2. Ejemplos de tales polipéptidos que
comprenden sustituciones conservadoras de uno o mas aminoacidos en una o dos regiones marco estan
representados por las SEC ID N.°°: 16 y 18.

La expresion "molécula de acido nucleico" tal como se usa indistintamente con el término "polinucleétido”, de
acuerdo con la presente invencion, incluye ADN, tal como ADNc o ADN gendmico y ARN tal como ARNm. Se
incluyen ademas moléculas que imitan al acido nucleico conocidas en la técnica tales como derivados sintéticos o
semisintéticos de ADN o ARN y polimeros mixtos siempre y cuando se puedan introducir y expresar en una célula.
Las moléculas de acido nucleico pueden contener bases nucleotidicas no naturales o derivadas adicionales, como
apreciaran facilmente los expertos en la técnica.

La expresion "que se une de forma especifica”, de acuerdo con la presente invencion se refiere a la propiedad de los
polipéptidos de la invencién de tener una afinidad por proteinas especificas, es decir, proteinas diana, que es mayor
por un factor de al menos 10, preferentemente de al menos 100, mas preferentemente de al menos 1.000 y lo mas
preferentemente de al menos 10.000 en comparacioén con la afinidad por proteinas no relacionadas con la proteina
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diana. La proteina diana del polipéptido de la presente invencién es PCNA.

La expresion "sustitucion conservadora” se refiere a la sustitucion de uno o mas aminoacidos por otro aminoacido
con propiedades fisicas y quimicas tales como el tamafio y la carga similares. La expresiéon es bien conocida en la
técnica y en el presente documento se usa con el mismo significado. Ejemplos de sustituciones conservadoras son
la sustitucion de valina por leucina, de cisteina por serina, de glutamina con asparagina o de acido aspartico por
acido glutamico o viceversa. En relaciéon con la presente invencion, las sustituciones conservadoras no alteran o
esencialmente no alteran las propiedades del polipéptido de la invencion tales como sus propiedades de union y/o
su comportamiento dentro de las células eucariotas. En el ejemplo de la actividad de union al PCNA, el término
"esencialmente" denota una actividad de unién de al menos el 70 %, mas preferentemente al menos el 80 %, mas
preferentemente al menos el 90 % y lo mas preferentemente al menos el 95 % en comparacion con la del polipéptido
de la invencion que no comprende sustituciones de aminoacidos. En el ejemplo del comportamiento del polipéptido
dentro de las células eucariotas, el término "esencialmente" denota por ejemplo, una expresion y/o distribucion
dentro de la célula que es comparable a la del polipéptido de la invencién que no comprende sustituciones de
aminoacidos.

Los aminoacidos desde la posicion 1 a 28, 38 a 52,63 a 98 y 115 a 123 de la SEC ID NO: 2 forman la regién marco
del polipéptido de la invencion. En los ejemplos, se han determinado las regiones marco asi como las regiones CDR
que estan implicadas en la union del PCNA (véase la Figura 1). Ademas de no interferir con la union del polipéptido
de la invencidon a PCNA, las sustituciones de aminoacidos se deben elegir de tal manera que no interfieran con el
plegamiento correcto del polipéptido y que no alteren la estructura tridimensional del marco de modo que la unién al
PCNA ya no sea posible.

A partir de la informacién divulgada en la presente solicitud y de su conocimiento comun, el experto sabe qué
aminoacidos se pueden sustituir y también conoce procedimientos para comparar las propiedades de un polipéptido
que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos con los del polipéptido de la invencién que no comprende
ninguna sustitucion de aminoacidos. Procedimientos ejemplares comprenden estudios de solubilidad, ensayos de
formacion de agregados, analisis de distribucion, ensayos de unidn y estudios de expresion en células eucariotas
vivas.

Ejemplos del acido nucleico de la invencion que codifica un polipéptido con una o mas sustituciones conservadoras
en una o dos regiones marco son los de las SEC ID N.°°: 15 y 17 que codifican los polipéptidos de las SEC ID N.°*:
16 y 18 (véase la figura 9).

Los autores de la presente invencion han descubierto sorprendentemente que un polipéptido de unién a PCNA se
puede aplicar en las células vivas para la deteccion de la presencia y/o localizacién del PCNA en dichas células. El
polipéptido de la invencion deriva de anticuerpos de camélido, cuyas produccion recombinante general y cuyo
procedimiento de seleccion se conocen bien en la técnica (por ejemplo, mediante expresion en fagos y técnicas
recombinantes, véanse, por ejemplo, Hoogenboom et al. (1998); Pluckthun (1994); Verma et al. (1998)) y comprende
el dominio VHH de la cadena pesada de los anticuerpos de camélido. Como es evidente a partir de los ejemplos
adjuntos, solo uno de los ocho polipéptidos de unién a PCNA obtenidos usando expresion en fagos y/o el ensayo de
F2H divulgado en el documento PCT/EP2009/000067 fue capaz de proporcionar las propiedades ventajosas
necesarias para su aplicacion en las células vivas.

Los anticuerpos que se unen especificamente a PCNA se conocen en la técnica (Rottach et al., 2008). Sin embargo,
hasta ahora no ha sido posible generar anticuerpos que permitan la detecciéon de PCNA en células vivas sin una
pérdida fatal de la funcién de dichos anticuerpos. Ademas, los procedimientos alternativos usados hasta ahora
dependen de una fusién de un polipéptido fluorescente con el PCNA y de la introduccion de esta proteina de fusion
en las células. Este procedimiento tiene algunos inconvenientes importantes. Entre otras cosas, la sobreexpresion
de la proteina de fusién produce agregados no deseados e inespecificos que no corresponden a la cantidad o
localizacion del PCNA no fusionado a un polipéptido fluorescente. Por tanto, la presente invencién no solo supera el
inconveniente de este procedimiento sino que también proporciona por primera vez medios para la deteccion de
PCNA en células vivas sin interferir en el recambio normal de PCNA en las células o en la funcién de PCNA como
una plataforma de carga esencial para las enzimas implicadas en la replicacion del ADN (Bravo R. et al., 1987).

En una realizacién preferida, la molécula de acido nucleico comprende o consiste en (a) la secuencia de acido
nucleico de las SEC ID N.°°: 1, 15 o0 17; o (b) una secuencia de acido nucleico degenerado con respecto a la
secuencia de acido nucleico de (a).

El término “degenerado” de acuerdo con la presente invencion se refiere a la degeneracion del cédigo genético. Un
cédigo de tripletes de bases designa 20 aminoacidos y un codén de terminaciéon. Dado que existen cuatro bases que
se utilizan para codificar la informacion genética, se requieren codones de tripletes para producir por lo menos 21
cédigos diferentes. Las 43 posibilidades para bases en tripletes dan 64 codones posibles, lo que significa que debe
existir alguna degeneracion. Como resultado, algunos aminoacidos estan codificados por mas de un triplete, es decir
por hasta seis. La degeneracion surge principalmente por alteraciones en la tercera posicion en un triplete. Esto
significa que las moléculas de acido nucleico que tienen una secuencia diferente a la especificada anteriormente,
pero que todavia codifica el mismo polipéptido entran dentro del alcance de la presente invencion.
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En otra realizacion preferida la molécula de acido nucleico comprende ademas una secuencia de acido nucleico que
codifica un marcador peptidico o proteinico detectable visualmente.

La expresion "visualmente detectable" se refiere a una propiedad fisica o quimica de un marcador que permite su
deteccion usando medios visuales. Tipicamente, los marcadores detectables visualmente se pueden detectar ya que
emiten radiacion tal como fluorescencia, luminiscencia, fosforescencia o radiactividad.

En esta realizacion, el acido nucleico de la invencién codifica un polipéptido que comprende un polipéptido que se
une especificamente al PCNA de acuerdo con la invencion (un primer componente polipeptidico), un marcador
peptidico o proteinaceo visualmente detectable (un segundo polipéptido o componente peptidico) tal como un
polipéptido fluorescente y un enlazador. Un polipéptido de esta estructura, en relacion con la presente invencion,
también se denomina "proteina de fusién". En otras palabras, una proteina de fusidon de acuerdo con la invencién
comprende dos componentes polipeptidicos o un polipéptido y un componente peptidico o proteinaceo y un
enlazador.

En una realizaciéon mas preferida dicho marcador peptidico o proteinaceo detectable visualmente es un polipéptido
fluorescente, en el que dicho polipéptido fluorescente se separa de dicho polipéptido que se une especificamente a
PCNA por un enlazador de al menos un residuo de aminoacido.

El término "polipéptido" como se usa en el presente documento de forma intercambiable con el término "proteina"
describe cadenas moleculares lineales de aminoacidos, que contienen mas de 30 aminoacidos. Los polipéptidos de
acuerdo con la invencién, en particular las proteinas de fusién que comprenden un polipéptido fluorescente,
preferentemente no forman oligébmeros. Los términos “polipéptido” y “proteina” también se refieren a
polipéptidos/proteinas modificados de forma natural, en los que la modificacion se efectia mediante por ejemplo
glucosilacion, acetilacion, fosforilacion y modificaciones similares que son bien conocidas en la técnica.

La expresion "polipéptido fluorescente" o "proteina fluorescente" se refiere a polipéptidos que emiten luz fluorescente
tras la excitacion a una longitud de onda especifica. En la presente invencidon se pueden usar diversas proteinas
fluorescentes. Un grupo de tales proteinas fluorescentes incluye la proteina fluorescente verde aislada de Aequorea
victoria (GFP), asi como una serie de variantes de la GFP, tales como la proteina fluorescente cian, la proteina
fluorescente azul, la proteina fluorescente amarilla, etc (Zhang et al., 2002; Zimmer, 2002). Tipicamente, estas
variantes o los acidos nucleicos que las codifican comparten una identidad de secuencia de aproximadamente el 80
%, o mayor con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID NO: 4 o la secuencia de acido nucleico de SEC ID NO: 3,
respectivamente. Los mutantes de GFP con desplazamiento de color emiten en color azul a verde amarillento, brillo
y fotoestabilidad incrementados (Tsien, 1998). Uno de tales mutantes de GFP, denominado la proteina fluorescente
amarilla potenciada (eYFP) (Tsien, 1998), muestra una emision maxima a 529 nm. Una YFP puede tener por
ejemplo la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 8 o estar codificada por la secuencia de acido nucleico de la
SEC ID NO: 7. También se han descrito otras variantes basadas en la GFP que tienen espectros de emision y
excitacion modificados (Tsien et al., solicitud de patente de EE.UU. 200201231 13A1), intensidad de fluorescencia y
tolerancia térmica potenciada (Thastrup et al., solicitud de patente de EE.UU. 20020107362A1; Bjorn et al., solicitud
de patente de EE.UU. 20020177189A1) y formacion de cromoforos a niveles de oxigeno reducidos (Fisher, patente
de EE.UU. N.°: 6.414.119).

Otro grupo de proteinas fluorescentes incluye las proteinas fluorescentes aisladas de antozoos, incluyendo sin
limitaciones la proteina roja fluorescente aislada de especies de Discosoma de coral, DsRed (Matz et al., 1999)
(véase, por ejemplo, el nimero de acceso AF168419). DsRed y las otras proteinas fluorescentes de antozoos
comparten Unicamente una identidad de secuencia de aminoacidos de aproximadamente el 26-30 % con la GFP
salvaje de Aequorea victoria, aunque todos los motivos cruciales se conservan, lo que indica la formacién de la
estructura en barril beta de 11 cadenas caracteristica de la GFP. La estructura cristalina de DsRed también se ha
resuelto y muestra conservacion de la estructura en barril beta de 11 cadenas de la GFP (Id de MMDB: 5742).

También se ha descrito una serie de mutantes de la proteina roja fluorescente DsRed de mayor longitud de onda y
de forma similar, se puede usar en la generacion de las proteinas de fusion de la invencién que comprenden
poli(péptidos) fluorescentes. Por ejemplo, los mutantes de DsRed descritos recientemente con espectros de emision
desplazados mas alla hacia el rojo se pueden usar en la practica de la invencion (Baird et al., 2000; Terskikh ei al.,
2000; Wiehler et al., 2001).

Las versiones monoméricas de DsRed son, por ejemplo, mRFP, mCherry (por ejemplo, que tienen la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 6 o estan codificados por la secuencia de acido nucleico de la SEC ID NO: 5), mRFP1
(Campbell et al., 2002), mOrange o mPlum (Shaner et al., 2004) o TagRFP (Merzlyak et al., 2007).

Mas recientemente se han descrito GFP de los antozoos Renilla reniformis y Renilla kollikeri (Ward et al., solicitud de
patente de EE.UU. 20030013849), que también se pueden usar de acuerdo con la invencion.

Recientemente se ha descrito un niumero cada vez mayor de otras proteinas fluorescentes de una serie de formas
marinas y actualmente, en el Banco de Datos de proteinas se enumera una serie de estructuras cristalinas de GFP y
de mutantes de GFP, asi como las estructuras cristalinas de varios analogos de GFP. Se han descrito proteinas
fluorescentes relacionadas con estructuras que se han deducido que son similares a las GFP de corales, plumas
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marinas, tunicados y anémonas marinas y se pueden usar en la generacion de las proteinas de fusiéon de la
invencion (véanse revisiones en Zhang et al., 2002; Zimmer, 2002).

También se han comunicado proteinas fluorescentes de Anemonia majano, Zoanthus sp., Discosoma striata,
Discosoma sp. y Clavularia sp. (Matz et al., 1999). Se ha comunicado que una proteina fluorescente clonada de las
especies de coral duro, Trachyphyllia geoffroyi, emite luz verde, amarilla y roja y que convierte la emision de luz
verde en luz roja tras la exposicion a luz UV (Ando et al., 2002). Las proteinas fluorescentes descritas recientemente
en anémonas marinas incluyen proteinas fluorescentes verde y naranja clonadas a partir de Anemonia sulcata
(Wiedenmann et al., 2000), una proteina verde fluorescente potenciada de forma natural clonada a partir de los
tentaculos de Heteractis magnifica (Tu et al., 2003), una proteina roja fluorescente no oligomerizante basada en la
cromoproteina hcriCP de Hereractis crispa (Gurskaya et al., 2001; Fradkov et al., 2002), una cromoproteina morada
generalmente no fluorescente que muestra una débil fluorescencia roja clonada en Anemonia sulcata y un mutante
de la misma que muestra espectros de emisidon con desplazamiento al rojo lejano (595 nm) (Lukyanov et al., 2000).

Adicionalmente, se ha descrito otra clase de proteinas relacionadas con la GFP que tienen propiedades
cromofodricas y fluorescentes. Uno de estos grupos de proteinas derivadas de corales, las pocilloporinas, exhiben un
amplio rango de caracteristicas de espectros y fluorescentes (Dove y Hoegh-Guldberg, 1999, solicitud de PCT WO
00146233; Dove et al., 2001). Recientemente, se ha descrito la purificacion y cristalizacion de la pocilloporina Rtms5
del coral generador de arrecifes Montipora efflorescens (Beddoe et al., 2003). La Rtms5 tiene un color azul oscuro y
es débilmente fluorescente. No obstante, se ha notificado que la Rims5, asi como otras cromoproteinas con
homologia de secuencia con Rtms5, se pueden interconvertir en una proteina fluorescente en el rojo lejano a través
de sustituciones de un solo aminoacido (Beddoe et al., 2003; Butina et al., 2002; Lukyanov et al., 2000).

También se conocen otras diversas cromoproteinas derivadas del coral estrechamente relacionadas con las
pocilloporinas (véase, por ejemplo, Gurskaya et al., 2001; Lukyanov et al., 2000). Otros ejemplos de proteinas
fluorescentes son GFP de Renilla reniformis, mKO de Fungia concinna, verde Azami de Galaxeidae o cOFP de
Cerianthus.

Kredel et al. (2009) describen la proteina fluorescente mRuby que se deriva de Entacmaea quadricolor. Un ejemplo
de una proteina fluorescente derivada de bacterias se describe en Shu et al. (2009).

Una revisién de proteinas fluorescentes conocidas se puede encontrar en Shaner et al., 2007.

Cualquier proteina fluorescente o cromoférica o fragmento fluorescente o cromoférico de la misma se puede usar de
acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion.

El término “enlazador” hace referencia a la relacion entre los componentes polipeptidicos, o el polipéptido y los
componentes peptidicos o proteinaceos de la proteina de fusién de la invencion. Un enlazador de acuerdo con la
presente invencién esta compuesto por aminoacidos que comprenden al menos un residuo de aminoacidos que esta
localizado entre los componentes polipeptidicos mencionados, o el polipéptido y los componentes peptidicos o
proteinaceos de la proteina de fusion. Un enlazador tal puede ser en algunos casos, util para, por ejemplo, mejorar
el plegamiento por separado de los componentes polipeptidicos individuales de la proteina de fusion de la invencion
o para modular la estabilidad de la proteina de fusién. Adicionalmente, tales residuos enlazadores pueden contener
sefiales para transporte, secuencias de reconocimiento de la proteasa o sefiales para modificacion secundaria. El
enlazador puede ser tan corto como de 1 residuo de aminoacido o de hasta 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30,40 o
50 residuos. En casos concretos, el enlazador puede implicar incluso hasta 100 o 150 residuos. Se prefiere que el
enlazador comprenda entre 18 y 30 aminoacidos, mas preferentemente entre 20 y 25 aminoacidos y lo mas
preferentemente, entre 22 y 24 aminoacidos, tal como 23 aminoacidos.

Enlazadores particularmente preferidos comprenden o consisten en la secuencia de aminoacidos de las SEC ID N.°%:
13 0 14.

En una realizacion mas preferida, el polipéptido fluorescente es GFP, RFP o YFP, preferentemente codificado por la
secuencia de acido nucleico de SEC ID N.°%: 3, 5 0 7 o que tiene la secuencia de aminoéacidos de SEC ID N.°°: 4, 6 u
8, o un mutante fluorescente o fragmento del mismo.

Un “mutante fluorescente” de acuerdo con la presente invencion indica cualquier proteina fluorescente,
preferentemente derivada de las secuencias GFP, RFP o YFP anteriores. Los mutantes fluorescentes tienen
preferentemente una identidad de secuencia de al menos el 60 %, mas preferentemente al menos el 70 %, incluso
mas preferentemente al menos el 80 %, lo mas preferentemente de al menos el 85 %, tal como al menos el 90 %, al
menos el 95 % o el 100 % con dicha GFP, RFP o YFP, al tiempo que conserva o conserva esencialmente sus
propiedades fluorescentes.

Un “fragmento fluorescente” de acuerdo con la invencion se refiere a partes o fragmentos de las anteriores GFP,
RFP o YFP o mutantes fluorescentes de las mismas que son mas cortos de secuencia pero que todavia conservan o
conservan esencialmente sus propiedades fluorescentes.

En relaciéon con la presente invencion, la expresion “conservan esencialmente” se refiere a las propiedades
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fluorescentes de los mutantes fluorescentes o fragmentos fluorescentes de acuerdo con la invencion. A este
respecto, las propiedades fluorescentes esenciales en el contexto de la presente invenciéon, aunque en principio
también se refieren a los espectros de absorcidon o de emisién, se refieren al brillo de un mutante fluorescente o
fragmento fluorescente en comparacion con el polipéptido fluorescente del que deriva. De acuerdo con ello, la
expresion “conserva esencialmente” significa que el mutante fluorescente o fragmento fluorescente tiene al menos
eln 50 %, preferentemente al menos el 60 %, preferentemente al menos el 70 %, incluso mas preferentemente al
menos el 80 %, todavia mas preferentemente al menos el 90 %, lo mas preferentemente al menos el 95 % del brillo
del polipéptido fluorescente del que deriva.

En otra realizacion mas preferida, el polipéptido que se une especificamente al PCNA se localiza en el extremo N de
dicho polipéptido fluorescente.

Mientras que el polipéptido que se une especificamente al PCNA puede en principio también estar localizado en el
extremo C de dicho polipéptido fluorescente, los ejemplos adjuntos se han llevado a cabo con el polipéptido que se
une especificamente al PCNA localizado en el extremo N del polipéptido fluorescente. La funcionalidad de esta
disposicién se ha demostrado.

En una realizacion preferida adicional la molécula de acido nucleico comprende o consiste en la secuencia de acido
nucleico de las SEC ID N.°%: 9, 11, 19 0 21 o codifica una secuencia de aminoéacidos que comprende o que consiste
en las SEC ID N.°%: 10, 12, 20 o 22.

Como es evidente por los ejemplos adjuntos, el polipéptido de la invencion que se une especificamente a PCNA,
cuando esta fusionado a GFP o RFP, no solo ejerce la actividad de union deseada al PCNA sino que también se
puede expresar intracelularmente sin interferir en los procesos celulares que implican al PCNA. Esto permite una
deteccion fiable de la presencia y/o localizacién del PCNA en la célula viva.

En un aspecto diferente, la presente invencion se refiere a un vector (de expresion) que comprende la molécula de
acido nucleico de la invencion.

Preferentemente, el vector es un plasmido, césmido, virus, bacteriéfago u otro vector usado convencionalmente en
por ejemplo ingenieria genética.

La molécula acido nucleico de la presente invencidon se puede insertar en varios vectores disponibles
comercialmente. Ejemplos no limitantes incluyen vectores plasmidicos procaridticas tales como la serie pUC,
pBluescript (Stratagene), la serie pET de vectores de expresion (Novagen) o pCRTOPO (Invitrogen), lambda gt11,
pJOE, la serie pBBR1-MCS, pJB861, pBSMuL, pBC2, pUCPKS, pTACT1 y vectores compatibles con la expresion en
células eucarioticas, tales como levaduras o células de mamifero, como pREP (Invitrogen), pCEP4 (Invitrogen),
pMC1neo (Stratagene), pXT1 (Stratagene), pSG5 (Stratagene), EBO-pSV2neo, pBPV-1, pdBPVMMTneo, pRSVgpt,
pRSVneo, pSV2-dhfr, plZD35, el vector de expresion de ADNc de Okayama-Berg pcDV1 (Pharmacia), pRc/CMV,
pcDNA1, pcDNA3 (Invitrogene), pSPORT1 (GIBCO BRL), pGEMHE (Promega), pLXIN, pSIR (Clontech), pIRES-
EGFP (Clontech), pEAK-10 (Edge Biosystems) pTriEx-Hygro (Novagen) y pCINeo (Promega). Ejemplos de vectores
plasmidicos adecuados para la levadura Pichia pastoris comprenden, por ejemplo, los plasmidos pA0815, pPIC9K y
pPIC3.5K (todos de Invitrogen).

La molécula acido nucleico de la presente invencién a la que se ha hecho referencia anteriormente también puede
insertarse en vectores de modo que se genera una fusion traduccional (adicional) con otra molécula acido nucleico.
La otra molécula acido nucleico puede codificar una proteina que puede, por ejemplo, incrementar la solubilidad y/o
facilitar la purificacion de la proteina codificada por la molécula de acido nucleico de la invencion. Ejemplos no
limitantes incluyen pET32, pET41, pET43. Los vectores también pueden contener un polinucledtido adicional
expresable que codifica una o mas chaperonas para facilitar un plegamiento correcto de la proteina. Los huéspedes
de expresion bacteriana adecuados comprenden por ejemplo cepas derivadas de BL21 (tal como BL21(DE3), BL21
(DE3)PlysS, BL21 (DE3)RIL, BL21 (DE3)PRARE) o Rosetta®.

Véase en Sambrook y Russel, 2001, técnicas de modificacion de vectores.

En general, los vectores pueden contener uno o mas origenes de replicacion (ori) y sistemas de herencia para
clonacién o expresion, uno o mas marcadores de seleccion en el huésped, por ejemplo resistencia a antibidticos y
uno o mas casetes de expresion. Origenes de replicacion (ori) adecuados incluyen, por ejemplo, los origenes de
replicacion de Col E1, del virus SV40 y de M 13.

Las secuencias de codificacién de acuerdo con la invencion insertadas en el vector pueden sintetizarse mediante por
ejemplo procedimientos estandar, o aislarse de fuentes naturales. La unién de las secuencias de codificacion a los
elementos de regulacién de la transcripcion y/o las otras secuencias de codificacion de aminoacidos se puede llevar
a cabo usando procedimientos establecidos. Los elementos de regulaciéon de la transcripcion (partes de un casete
de expresion) que aseguran la expresion en células procariotas o eucariotas se conocen bien por los expertos en la
técnica. Estos elementos comprenden secuencias reguladoras que aseguran el inicio de la transcripcion (p. €j.,
codon de iniciacion de la traduccion, promotores, potenciadores y/o aisladores), sitios internos de entrada en el
ribosoma (IRES) (Owens, et al, 2001) y opcionalmente, sefiales poli-A que aseguran la terminacion de la
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transcripcion y la estabilizacion del transcrito. Elementos reguladores adicionales pueden incluir potenciadores tanto
de la transcripcion como de la traduccién, y/o regiones promotoras asociadas de forma natural o heterdlogas.
Preferentemente, la molécula de acido nucleico de la invencién esta operativamente unida a dichas secuencias de
control de la expresién que permiten la expresion en células procariotas o eucariotas. El vector puede comprender
ademas secuencias nucleotidicas que codifican sefiales de secrecion como elementos de regulacion adicionales.
Tales secuencias se conocen bien por el experto en la técnica. Ademas, dependiendo del sistema de expresion
usada, las secuencias lider capaces de dirigir el polipéptido expresado a un compartimento celular se pueden ahadir
a la secuencia codificadora de la molécula de acido nucleico de la invencion. Tales secuencias lider se conocen bien
en la técnica. Los vectores disefiados especificamente permiten el transporte de ADN entre diferentes huéspedes,
tales como bacterias-células fungicas o bacterias-células animales.

Un vector de expresion de acuerdo con esta invencion es capaz de dirigir la replicacion y la expresion de la molécula
de acido nucleico de la invencion y el polipéptido codificado de este modo.

Las moléculas de acido nucleico de la invencién tal como se ha descrito anteriormente en el presente documento se
pueden disefiar para la introduccién directa o introduccion mediante liposomas, vectores fagicos o vectores viricos
(p. €j., adenovirus, retrovirus) en la célula. Adicionalmente, los sistemas de baculovirus o sistemas basados en virus
de la variolovacuna o en el virus del bosque Semliki se pueden usar como vector en el sistema de expresion
eucariota para las moléculas de acido nucleico de la invencién. Los vectores de expresion derivados de virus tales
como retrovirus, virus de la variolovacuna, virus adenoasociado, herpesvirus o virus del papiloma bovino, se pueden
usar para liberar los polinucleétidos o el vector en la poblacién de células diana. Los procedimientos que se conocen
bien por los expertos en la técnica se pueden utilizar para construir vectores virales recombinantes; véanse, por
ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook, 2001 y Ausubel, 2001.

Un vector de expresion en mamiferos tipico contiene el elemento promotor que media en la iniciaciéon de la
transcripcion de ARNm, la secuencia de codificacion proteica y las sefiales requeridas para la terminacion de la
transcripcion y la poliadenilacion del transcrito. Ademas, también se pueden incluir elementos tales como el origen
de replicacion, el gen de resistencia a farmacos, reguladores (como parte de un promotor inducible). Elementos
adicionales podrian incluir potenciadores, secuencias de Kozak y secuencias intermedias flanqueadas por sitios
donantes y aceptores para corte y empalme del ARN. Se puede conseguir una transcripcion muy eficaz con los
promotores tardio y temprano de SV40, las repeticiones terminales largas (LTR) de retrovirus, por ejemplo RSV,
HTLVI, HIVI y el promotor temprano del citomegalovirus (CMV). No obstante, también se pueden usar elementos
celulares (p. €j., el promotor de la actina humana). Otros ejemplos de elementos reguladores que permiten la
expresion en células huésped eucariotas (la forma de realizacién mas preferida) son el promotor AOX7 o GAL1 en
levaduras o el promotor de la beta-actina de pollo, el promotor-CAG (una combinacién del promotor de la beta-actina
de pollo y el potenciador inmediato-temprano del citomegalovirus), el promotor gal10, el 1a-promotor del factor de
elongacion humano, el potenciador de CMV, el promotor de CaM-cinasa, el promotor poliédrico del virus de la
poliedrosis nuclear multiple de Autographa californica (AcMNPV) o un intron de globina en las células de mamiferos
y de otros animales. Ademas de los elementos que son responsables de la iniciacion de la transcripcion tales
elementos reguladores pueden comprender también sefiales de terminacién de la transcripcion, tales como el sitio
poli-A de SV40 o el sitio poli-tk de SV40 o las sefiales de de poliadenilacion poliédricas de los SV40, lacZ y
AcMNPV, aguas abajo del polinucleétido.

La cotransfeccion con un marcador seleccionable, tal como dhfr, gpt, neomicina, higromicina, permite la
identificacion y el aislamiento de las células transfectadas. El acido nucleico transfectado también se puede
amplificar para expresar cantidades grandes del (poli)péptido codificado. EI marcador dhfr (dihidrofolato reductasa)
es Util para desarrollar lineas celulares que portan varios cientos o incluso varios miles, de copias del gen de interés.
Otro marcador de seleccion util es la enzima glutamina sintasa (GS) (Murphy et al. 1991; Bebbington et al. 1992).
Usando estos marcadores, las células de mamifero se cultivan en medio selectivo y se seleccionan las células con la
mayor resistencia. Otros marcadores seleccionables incluyen G418 o resistencia a neomicina para el cultivo de
células eucariotas.

Los vectores de expresion adecuados para Drosophila son los pertenecientes al sistema pMT DES (Invitrogen)
usando el promotor de la metalotioneina (MT) de drosophila (Bunch et al., 1988) o pAC5.1 usando el promotor de
actina 5C de drosophila. Un vector que usa el promotor USA inducible por GAL4 es pUAST. Los vectores levaduras
son el vector pYEp (usando un promotor Gal10), pYX142 (vector de una sola copia) o pYX232 (plasmido 2u usando
el promotor de la TPI triosefosfato isomerasa (ambos de Novagen)).

Los posibles elementos reguladores que permiten la expresion en células huésped procariotas comprenden, por
ejemplo, el promotor lac, trp o tac, el promotor lacUVS o el promotor trp en E. coli. Marcadores seleccionables
adecuados en células procariotas son genes de resistencia a tetraciclina, kanamicina o ampicilina para el cultivo en
E. coliy otras bacterias.

En otro aspecto diferente, la presente invenciéon se refiere a una célula huésped que comprende la molécula de
acido nucleico o el vector de la invencion.

Los huéspedes segun la invencién pueden ser células individuales u organismos pluricelulares no humanos.
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Huéspedes procariotas adecuados comprenden por ejemplo bacterias de las especies Escherichia, Streptomyces,
Salmonella o Bacillus. Células huésped eucariotas adecuadas son por ejemplo, levaduras tales como
Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris. Células de insecto adecuadas para la expresion son células de
Drosophila S2 o Spodoptera Sf9.

Las células huésped de mamifero que se pueden usar incluyen Hela humanas, HEK293, H9 y células Jurkat, células
NIH3T3 y C127 de raton, células COS 1, COS 7 y CV1, células QC1-3 de codorniz, células L de ratén, células de
melanoma de Bowes y células de ovario de hamster chino (CHO). También dentro del alcance de la presente
invencion estan las células o lineas celulares de mamifero primarias. Las células primarias son células que se
obtienen directamente de un organismo. Células primarias adecuadas son, por ejemplo, fibroblastos embrionarios de
raton (MEF), hepatocitos primarios de ratdn, cardiomiocitos y células neuronales, asi como células madre de
musculo de ratén (células satélite) y lineas celulares inmortalizadas estables derivadas de las mismas. Como
alternativa, la molécula de acido nucleico de la invencidon puede expresarse en lineas celulares estables que
contienen la molécula de acido nucleico de la invencion, preferentemente el vector de la invencién integrado en un
cromosoma.

Medios de cultivo y condiciones adecuados para las células huésped descritas en lo que antecede se conocen en la
técnica.

Los animales transgénicos no humanos como huéspedes transfectados con y/o que expresan la molécula de acido
nucleico de la presente invencién también entran dentro del alcance de la invencién. En una realizacién preferida, el
animal transgénico es un mamifero, por ejemplo un hamster, ratén, rata, gato, cerdo, perro, caballo, conejo 0 mono.

Un procedimiento para la produccion de un animal no humano transgénico, por ejemplo un ratén transgénico,
comprende la introduccién de la molécula de acido nucleico o del vector dirigido de la presente invenciéon en una
célula germinal, una célula embrionaria, célula madre o un huevo o una célula derivada de la misma. El animal no
humano puede usarse de acuerdo con la invencion, por ejemplo en un procedimiento para la identificacion de
compuestos, descritos en el presente documento a continuacion. La produccion de embriones transgénicos y la
deteccion selectiva de los mismos se pueden realizar, por ejemplo, como se describe por Joyner (1993). EI ADN de
las membranas embrionarias de los embriones se puede analizar utilizando, por ejemplo, transferencias de tipo
Southern con una sonda apropiada, véase anteriormente. Un procedimiento general para la fabricacion de animales
no humanos transgénicos se describe en la técnica, véase por ejemplo el documento WO 94/24274. Para fabricar
organismos no humanos transgénicos (que incluyen animales no humanos dirigidos de forma homdloga), se
prefieren células madre embrionarias (células ES). Las células ES murinas, tales como la linea AB-1 cultivada en
capas alimentadoras de células SNL76/7 mitéticamente inactivas (McMahon y Bradley, Cell 62:1073-1085 (1990))
esencialmente como se describen (Robertson, E. J. (1987) en Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A
Practical Approach, p. 71-112) se pueden usar para la orientacion génica homéloga. Otras lineas de ES adecuadas
incluyen, entre otras, la linea E14 (Hooper et al. (1987), la linea D3 (Doetschman et al. (1985), la linea CCE
(Robertson et al. (1986), la linea AK-7 (Zhuang et al. (1994). El éxito de generar una linea de raton a partir de células
ES potadoras de una mutacion dirigida especifica depende de la pluripotencia de las células ES (es decir, de su
capacidad, una vez inyectadas en un embrién huésped en desarrollo, tal como un blastocisto o mérula, para
participar en la embriogénesis y contribuir a las células germinales del animal resultante). Los blastocistos que
contienen las células ES inyectadas pueden desarrollarse en el utero de hembras no humanas seudoprefiadas y
nacer, por ejemplo, como ratones quiméricos. Los ratones transgénicos resultantes son quiméricos para las células
que tienen los loci de la recombinasa o indicadores y se retrocruzan y someten a deteccion selectiva para determinar
la presencia del/de los transgén/transgenes que es/son la(s) diana(s) correcta(s) mediante PCR o analisis de
transferencia de tipo Southern sobre el ADN de biopsia de la cola de la descendencia con el fin de identificar los
ratones transgénicos heterocigotos, para el locus/loci de la recombinasa o indicadores.

Las plantas transgénicas como huéspedes transfectados con y/o que expresan la molécula de acido nucleico de la
presente invencion también se encuentran dentro del alcance de la presente invencion.

La presente invencién también se refiere a un procedimiento de producciéon de un polipéptido que comprende
cultivar la célula huésped de la invencion en condiciones adecuadas vy aislar el polipéptido producido.

Dicha célula huésped expresa o sobreexpresa el polipéptido de la invencion que se une especificamente al PCNA
como se ha descrito en lo que antecede. De acuerdo ello, dicho polipéptido de la invencién se produce en y se aisla
de la célula huésped.

Las condiciones adecuadas para el cultivo de un huésped procariota o eucariota se conocen bien por el experto en
la técnica. Por ejemplo, las condiciones adecuadas para el cultivo de las bacterias son su cultivo en aireacion en
medio de Luna Bertani (LB). Para aumentar el rendimiento y la solubilidad del producto de expresién, el medio se
puede tamponar o complementar con aditivos adecuados que se sabe que potencian o facilitan ambos. E coli puede
cultivarse a partir de 4 a aproximadamente 37 C, la temperatura exacta o la secuencia de temperaturas depende de
la molécula que se va a sobreexpresar. En general, el experto es consciente de que estas condiciones pueden tener
que adaptarse a las necesidades del huésped y a los requisitos del polipéptido expresado. En caso de que un
promotor inducible controle el acido nucleico de la invencion en el vector presente en la célula huésped, la expresion
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del polipéptido puede inducirse mediante la adicion de un agente inductor adecuado. El experto en la técnica conoce
protocolos y estrategias de expresion adecuadas.

Dependiendo del tipo de célula y sus requisitos especificos, el cultivo de células de mamifero que es una realizacion
preferida para producir el polipéptido puede llevarse a cabo, por ejemplo, en medio RPMI o DMEM que contiene 10
% (v/v) de FCS, L-glutamina 2 mM y 100 U/ml de penicilina/estreptomicina. Las células pueden mantenerse a 37 C
en un 5 % de CO,, atmdsfera saturada de agua.

Protocolos de expresion adecuados para células eucariotas se conocen bien por el experto en la técnica y pueden
recuperarse por ejemplo de Sambrook, 2001.

Medios adecuados para el cultivo de células de insecto son, por ejemplo, TNM + 10 % de FCS o medio SF900. Las
células de insecto generalmente se cultivan a 27 °C como cultivo de adhesion o en suspension.

Los procedimientos de aislamiento del polipéptido producido se conocen bien en la técnica y comprenden sin
limitaciones etapas de procedimiento tales como cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de filtracion en
gel (cromatografia de exclusion por tamafo), cromatografia de afinidad, cromatografia liquida de alta presion
(HPLC), HPLC de fase inversa, electroforesis en gel de disco o inmunoprecipitacion, véanse, por ejemplo, en
Sambrook, 2001.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de la
invencion o producido por el procedimiento de produccion de un polipéptido de acuerdo con la invencion.
Preferentemente, la molécula de acido nucleico comprende o consiste en la secuencia de acido nucleico de las SEC
ID N.°%: 1, 15 0 17 o una secuencia de acido nucleico degenerado con respecto a las SEC ID N.°°: 1, 150 17.

En una realizacion preferida, el polipéptido de la invencién comprende ademas un marcador radiactivo.

Dicho marcador radiactivo puede estar unido al polipéptido durante o después de la expresidon (recombinante).
Marcadores radiactivos comprendidos en el polipéptido de la invencion permiten la deteccién rapida e inmediata de
la cantidad y/o ubicacion de dicho polipéptido en células vivas.

La presente invencion también se refiere a un polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de la
invencion, que, preferentemente, comprende o consiste en la secuencia de &cido nucleico de las SEC ID N.°%: 1, 15
o 17 o una secuencia de acido nucleico degenerado con respecto a las SEC ID N.*: 1, 15 o0 17, que tiene un
colorante fluorescente acoplado al mismo.

Los colorantes fluorescentes de acuerdo con la presente invencién son compuestos no proteinaceos que emiten luz
fluorescente tras la excitacion. Ejemplos de colorantes fluorescentes son los de la familia Alexa (tales como Alexa
Fluor 350, 405, 430, 488, 500, 514, 532, 546, 555, 568, 594, 610, 633, 647, 660, 680, 700 y 750) cuyos espectros de
emisiéon y de excitacion cubren el espectro visible y se extienden dentro del infrarrojo, HiLyte Fluors (AnaSpec),
DyLight Fluors (Pierce), la serie de colorantes ATTO (ATTO-TEC y Sigma-Aldrich) y también colorantes menos
brillantes tales como rodamina y fluoresceina.

Los colorantes fluorescentes pueden estar, por ejemplo, acoplados de forma covalente a grupos amino primarios de
aminoacidos, tales como lisina, de proteinas a través de la formacién de éster N-hidroxisuccinimida (NHS).

El polipéptido de la invencion marcado con un colorante fluorescente se puede utilizar por ejemplo para la deteccion
del PCNA en aplicaciones de inmunofluorescencia e inmunotransferencia. Ademas se puede introducir en las células
vivas utilizando diversas técnicas tales como transduccion de proteinas (Schwarze et al., 2000) o liberacién de
proteinas utilizando por ejemplo lipidos catiénicos (proteofeccion) (Dalkara et al., 2004) como también se describira
mas adelante en relacion con los acidos nucleicos.

En un aspecto diferente, la presente invencion se refiere a un procedimiento para producir una célula que contiene el
acido nucleico de la invencién, que comprende introducir el acido nucleico o el vector de la invencién.

La expresion "introduccion de un acido nucleico” se refiere a la aplicacion de un acido nucleico a las células y su
posterior captacion e incorporacion en el nucleo de dichas células, preferentemente en la informacion genética o en
forma de episomas. Esta definicion también puede aplicarse a los vectores que son especificos de los acidos
nucleicos.

Para las células animales, el proceso de introduccién de un acido nucleico normalmente se denomina transfeccion,
transformacioén o transduccion. Si se utilizan virus, el proceso se denomina infeccién o transduccion. La transfeccion
de células animales normalmente implica abrir poros transitorios o “agujeros” en la membrana plasmatica de la
célula para permitir la captacién de material. Ademas de la electroporacion, la transfeccién puede llevarse a cabo
mediante diversos procedimientos de introduccién de ADN extrafio en una célula.

Un procedimiento es la transfeccion mediante fosfato calcico (véase por ejemplo Nature Methods 2 (2005), 319-320).
La solucién salina tamponada con HEPES (HeBS) que contiene iones de fosfato se combina con una solucion de
cloruro calcico que contiene el ADN que se va a transfectar. Cuando se combinan ambas soluciones, se formara un
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precipitado fino del calcio cargado positivamente y el fosfato cargado negativamente, que se une al ADN que se va a
transfectar sobre su superficie. A continuaciéon se afiade la suspension del precipitado a las células a transfectarse
(normalmente un cultivo de células cultivadas en una monocapa). Se han usado muchos materiales como vehiculos
para la transfeccion, entre ellos polimeros (catiénicos), liposomas y nanoparticulas (véase, por ejemplo, la patente
de EE.UU. 5948878, Felgner et al., 1987; Martien et al., 2008). Tales procedimientos utilizan por ejemplo
compuestos organicos altamente ramificados, asi llamados dendrimeros, para unirse al ADN. Un procedimiento muy
eficiente es la inclusién del ADN que se va a transfectar en liposomas capaces de fusionarse con la membrana
celular, liberando el ADN en el interior de la célula. Para las células eucariotas, se usa mas tipicamente transfeccion
basada en lipidos-cationes, porque las células son mas sensibles. Otro procedimiento es el uso de polimeros
catidnicos tales como DEAE-dextrano o polietilenimina. El ADN cargado negativamente se une al polication y el
complejo es captado por la célula a través de endocitosis. La transfeccion de material genético también puede
efectuarse mediante electroporacion (Neumann, E. et al., 1982, EMBO Journal, 1(7), 841-845; Potter, H., et al.,
1984, PNAS, 81(22), 7161-7165).

Otros procedimientos de transfeccion incluyen nucleofeccion, choque térmico, magnetofeccién y reactivos de
transfeccion tales como Lipofectamina™, Dojindo HilyMax, Fugene, jetPEI™, Effectene o DreamFect™.

Se prefiere que la introduccién del acido nucleico sea estable, es decir que resida de forma estable en el nlcleo. Si
el acido nucleico introducido no codifica por si mismo un marcador seleccionable que proporciona a la célula una
ventaja de seleccion, tal como una resistencia frente a determinado herbicida, toxina o antibiético que esté presente
en el medio de crecimiento de las células y si el acido nucleico introducido no se incorpora de manera estable en el
nucleo, la incorporaciéon puede estimularse mediante cotransformacién con otro acido nucleico que codifica un
marcador seleccionable de este tipo.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un procedimiento de deteccion de la cantidad y/o
ubicacion del PCNA en células vivas que comprende (a) expresar en una célula eucariota el polipéptido codificado
por la molécula de acido nucleico de la invencién que codifica ademas un polipéptido fluorescente y un enlazador de
al menos un aminoacido; y (b) detectar la emisién de fluorescencia de la parte fluorescente de dicho polipéptido en
la célula tras la excitacion, en el que la ubicacién de la emision de fluorescencia de la parte fluorescente de dicho
polipéptido en la célula es indicativa de la presencia de PCNA.

La expresion "que se expresa en una célula eucariota" se refiere a la transcripcion y traducciéon del polipéptido
codificado por la molécula de acido nucleico de la invencion que codifica ademas un polipéptido fluorescente y un
enlazador de al menos un aminoacido, es decir la proteina de fusién de la invencién, usando elementos de control
de la expresion adecuados que funcionan en la célula elegida. De este modo, las propiedades de union de las
proteinas de fusién individuales de acuerdo con la invencién se pueden analizar en sistemas de expresion celular.
Para este fin, una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusion puede clonarse en un vector de
expresion adecuado como se ha descrito anteriormente. Para esto y el siguiente aspecto de la presente invencion, el
sistema de expresién es eucariota, preferentemente mamifero.

El presente procedimiento simplifica la investigacion basica sobre el ciclo celular proporcionando medios eficaces y
faciles de usar para detectar la presencia y en particular la ubicaciéon del marcador destacado del ciclo celular PCNA.

De este modo, se puede aclarar la influencia de por ejemplo diferentes condiciones ambientales tales como la
temperatura, los aditivos en el medio, la radiaciéon y cualquier compuesto quimico en el ciclo celular asi como el
comportamiento de proliferacion de diferentes tipos de células. Ademas, como se describira adicionalmente a
continuacion, la aplicabilidad in vivo del polipéptido de la invencién es util en la deteccién selectiva de farmacos que
tienen una influencia sobre el ciclo celular. En particular permite estudiar los efectos inhibidores asi como
estimulantes de farmacos mediante la determinacion del curso del ciclo celular en tiempo real analizando la
distribucion caracteristica del PCNA en las diferentes etapas del ciclo celular. Con el polipéptido de la invencién
también se pueden distinguir distintas etapas del ciclo celular (Fase G1, fase S, fase G2 o mitosis) mediante analisis
de la distribucion celular del polipéptido que refleja la distribucién del PCNA en la etapa concreta del ciclo celular.

La presente invencién también se refiere a un procedimiento de deteccion selectiva de compuestos que tienen un
efecto sobre el ciclo celular que comprende (a) expresar en una célula eucariota el polipéptido codificado por la
molécula de acido nucleico de la invencién que comprende ademas una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido fluorescente, en el que dicho polipéptido fluorescente se separa de dicho polipéptido que se une
especificamente al PCNA mediante un enlazador de al menos un residuo de aminoacidos; (b) poner en contacto la
célula con un compuesto de ensayo; y (c) detectar la emision de fluorescencia de la parte fluorescente de dicho
polipéptido tras la excitacion; en el que un cambio en la cantidad y/o localizacién de la emision de fluorescencia de la
parte fluorescente de dicho polipéptido en la célula en comparacién con lo observado en una célula eucariota de
referencia que expresa el polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de la invenciéon que ademas
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido fluorescente y no esta en contacto con el
compuesto de ensayo es indicativo de que el compuesto tiene un efecto sobre el ciclo celular.

Un compuesto de ensayo puede ser, pero no esta restringido a, un compuesto que pertenece a las clases de acidos
nucleicos, polipéptidos, péptidos (secuencias de aminoacidos de hasta 30 aminoacidos), aptameros peptidicos,
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aptameros basados en acidos nucleicos, ribozimas, moléculas pequefias o anticuerpos o fragmentos de los mismos.
El compuesto de ensayo puede ser cualquier compuesto quimico.

Una ribozima (de la enzima de acido ribonucleico, también denominada ARN enzima o ARN catalitico) es una
molécula de ARN que cataliza una reacciéon quimica. Muchas ribozimas naturales catalizan su propia escision o la
escision de otros ARN, pero también se ha encontrado que catalizan la actividad aminotransferasa del ribosoma.

Ejemplos de pequefios ARN de autoescision bien caracterizados son las ribozimas martillo, horquilla, del virus de la
hepatitis delta y las ribozimas dependientes de plomo seleccionadas in vitro. La organizacion de estos pequefios
catalizadores contrasta con la de ribozimas mas grandes, como el intrén del grupo .

Los aptameros son moléculas de acido oligonucleico o peptidicas que se unen a una molécula diana. Los aptameros
normalmente se crean seleccionandolos a partir de una reserva grande de secuencias aleatorias, pero también
existen aptameros naturales en ribointerruptores. Los aptameros se pueden usar para investigacion basica y para
fines clinicos como farmacos macromoleculares. Los aptameros se pueden combinar con ribozimas para
autoescindirse en presencia de su molécula diana. Estas moléculas del compuesto tienen aplicaciones adicionales
en investigacion, industria y clinica. Mas especificamente, los aptameros se pueden clasificar como aptameros de
ADN o ARN o aptameros peptidicos. Mientras que el primero consiste en hebras (normalmente cortas) de
oligonucleditidos, el Ultimo consiste en un dominio peptidico corto variable, unido por ambos extremos a un armazén
proteico.

Los aptameros de acidos nucleicos son especies de acidos nucleicos que se han manipulado mediante ciclos
repetidos de seleccion in vitro o equivalente, SELEX (evolucion sistematica de ligandos mediante enriquecimiento
exponencial) para unirse a diversas dianas moleculares, tales como moléculas pequefas, proteinas, acidos
nucleicos e incluso células, tejidos y organismos.

Los aptameros peptidicos son (poli)péptidos que estan disefiados para interferir con otras interacciones proteicas
dentro de las células. Consisten en un bucle peptidico variable unido a ambos extremos de un armazén proteico.
Esta doble restriccion estructural incrementa considerablemente la afinidad de unién del aptamero peptidico a
niveles comparables con la de un anticuerpo (intervalo nanomolar). Tipicamente la longitud del bucle variable esta
compuesta de 10 a 20 aminoacidos y el armazén puede ser cualquier proteina que tenga buenas propiedades de
solubilidad. Actualmente, la proteina bacteriana tioredoxina A es la proteina de armazén usada con mayor
frecuencia, estando el bucle variable insertado dentro del sitio activo reductor, que es un bucle -Cys-Gly-Pro-Cys- en
la proteina salvaje, siendo las dos cadenas laterales de cisteina capaces de formar un puente disulfuro. La seleccion
del aptamero peptidico se puede realizar usando sistemas diferentes, pero el mas usado actualmente es el sistema
de dos hibridos de levadura.

Un anticuerpo puede ser, por ejemplo, policlonal o monoclonal. El término “anticuerpo” también comprende
derivados del mismo que siguen conservando la especificidad de union. Las técnicas para la produccion de
anticuerpos se conocen bien en la técnica y se describen en, por ejemplo, Harlow y Lane "Antibodies, A Laboratory
Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988 y Harlow y Lane "Using Antibodies: A Laboratory Manual" Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1999.

El término “anticuerpo” también incluye anticuerpos quiméricos, monocatenarios y humanizados. Los fragmentos de
anticuerpos aplicables como compuestos de ensayo incluyen fragmentos Fab, F(ab')z, Fv o fragmentos scFv; véase,
por ejemplo, Harlow y Lane (1988) y (1999), loc. cit.

Una molécula pequefia de acuerdo con la presente invencion puede ser organica o inorganica y tiene un peso
molecular de hasta 2.000 daltons, preferentemente no mas de 1.000 daltons, lo mas preferentemente no mas de 800
daltons.

En una realizacioén preferida, la deteccion se lleva a cabo usando un microscopio de fluorescencia.

Un microscopio de fluorescencia es un microscopio 6ptico usado para estudiar propiedades de sustancias organicas
o inorganicas usando los fenémenos de fluorescencia y fosforescencia en lugar de, o ademas de, reflejo y absorcion.
La muestra se ilumina con luz de una longitud de onda especifica (o de longitudes de onda especificas) que se
absorbe a través de los fluoréforos, causando que emitan longitudes de onda de luz mas largas (de un color
diferente al de la luz absorbida). La luz de iluminacion se separa de la mucho mas débil fluorescencia emitida a
través del uso de un filtro de emisién. Los componentes tipicos de un microscopio de fluorescencia son la fuente de
luz (lampara de descarga de arco de xenén o mercurio), el filtro de excitacion, el espejo dicroico (o divisor de haz
dicromatico) y el filtro de emision. Los filtros y el espejo dicroico se eligen de forma que coincidan con las
caracteristicas de emision y excitacion del espectro del fluoréforo usado para marcar la muestra. La mayoria de los
microscopios de fluorescencia en uso son microscopios de epifluorescencia (es decir, la excitacion y la observacion
de la fluorescencia estan encima de (epi) la muestra). Estos microscopios se han convertido en una parte importante
en el campo de la biologia, lo que abre las puertas a disefios de microscopios mas avanzados, tales como el
microscopio de barrido laser confocal (CLSM) y el microscopio de fluorescencia de reflejo interno total (TIRF). Estas
tecnologias son bien conocidas por el experto.
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Los compuestos identificados con el presente procedimiento, también denominados compuestos principales, se
pueden optimizar para llegar a un compuesto que se puede usar, por ejemplo, en una composicion farmacéutica.
Los procedimientos para la optimizacion de las propiedades farmacolégicas de los compuestos identificados en las
detecciones selectivas se conocen en la técnica y comprenden procedimientos de modificaciéon de un compuesto
identificado como un compuesto principal para conseguir: (i) sitio de accion modificado, espectro de actividad,
especificidad de 6rgano y/o (ii) potencia mejorada y/o (iii) toxicidad disminuida (mejor indice terapéutico) y/o (iv)
efectos secundarios disminuidos y/o (v) inicio modificado de la accidon terapéutica, duracion del efecto modificada y/o
(vi) parametros farmacocinéticos modificados (resorcion, distribucion, metabolismo y excrecion), y/o (vii) parametros
fisicoquimicos modificados (solubilidad, higroscopicidad, color, sabor, olor, estabilidad, estado), y/o (viii)
especificidad general mejorada, especificidad 6rgano/tejido mejorada y/o (ix) forma y via de aplicaciéon optimizadas
mediante (i) esterificacion de grupos carboxilo o (ii) esterificacion de grupos hidroxilo con acidos carboxilicos, o (iii)
esterificacion de grupos hidroxilo con, por ejemplo, fosfatos, pirofosfatos o sulfatos o hemi-succinatos, o (iv)
formacién de sales farmacéuticamente aceptables o (v) formacién de complejos farmacéuticamente aceptables, o
(vi) sintesis de polimeros farmacolégicamente activos o (vii) introduccién de restos hidrofilos u  (viii)
introduccion/intercambio de sustituyentes en aromatos o cadenas laterales, cambio del patron de sustituyentes, o (ix)
modificacion mediante introduccion de restos isostéricos o bioisostéricos o (x) sintesis de compuestos homadlogos o
(xi) introduccion de cadenas laterales ramificadas o (xii) conversion de sustituyentes alquilo en analogos ciclicos o
(xiii) derivacion del grupo hidroxilo en cetales, acetales, o (xiv) N-acetilacion en amidas, fenilcarbamatos o (xv)
sintesis de bases de Mannich, iminas o (xvi) transformacion de cetonas o aldehidos en bases de Schiff, oximas,
acetales, cetales, enolésteres, oxazolidinas, tiazolidinas o combinaciones de los mismos.

Las diversas etapas citadas anteriormente se conocen en general en la técnica. Incluyen o dependen de analisis de
la relacién cuantitativa estructura-actividad (QSAR) (Kubinyl, "Hausch-Analysis and Related Approaches", VCH
Verlag, Weinheim, 1992), bioquimica combinatoria, quimica clasica y otros (véase, por ejemplo, Holzgrabe y
Bechtold, Deutsche Apotheker Zeitung 2000, 140(8): 813).

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso del acido nucleico de la invencion, el vector de la invencion,
la célula huésped de la invencion, el polipéptido de la invencién o se produce por el procedimiento de la invenciéon en
investigacion biomédica in vitro o deteccion selectiva de farmacos in vitro.

A este respecto, las formas de realizacion descritas para el procedimiento de deteccion selectiva de compuestos que
tienen un efecto sobre el ciclo celular de acuerdo con la invencién como se ha descrito anteriormente se aplican de
igual forma al uso de acuerdo con la invencion.

La deteccion selectiva de farmacos, por ejemplo, hace uso de la deteccién de distintas etapas del ciclo celular, como
la fase S, la fase G1, la fase G2 o la mitosis en células que expresan el polipéptido de la invencion después del
tratamientos con compuestos de ensayo que pueden ser farmacos. Un compuesto puede ser pero no esta
restringido a un compuesto perteneciente a las clases de por ejemplo acidos nucleicos, (poli)péptidos, aptameros
peptidicos, aptameros a base de acidos nucleicos, moléculas pequefas o anticuerpos o fragmentos de los mismos.
El compuesto puede ser cualquier compuesto quimico.

La investigacion biomédica o la deteccion selectiva de farmacos incluye preferentemente la deteccion
selectiva/identificacion de compuestos que bloquean la entrada de una célula en fase S o que interfieren en la
progresion de la fase S, que se puede llevar a cabo usando por ejemplo el procedimiento de deteccion selectiva de
compuestos que tienen un efecto sobre el ciclo celular como se ha descrito anteriormente. Esto es de particular
interés para identificar los posibles farmacos que pueden inhibir la replicacién del genoma y por tanto tienen un
impacto directo en el tratamiento del cancer bloqueando la division celular.

Procedimientos de deteccion selectiva ejemplares incluyen poner en contacto las células que expresan el polipéptido
de la invencién con los compuestos de ensayo, por ejemplo en un formato de multiples pocillos (96 pocillos, 384
pocillos u otros formatos), seguido de microscopia fluorescente de células vivas y deteccion de fluorescencia como
se ha descrito anteriormente. Usando deteccion con imagenes y de fluorescencia de células vivas, el polipéptido de
la invencion se puede visualizar en el nucleo de una célula tras la unién al PCNA. De este modo, el PCNA endégeno
se puede detectar en estructuras caracteristicas derivadas de sitios de replicacion que varian desde genes de
replicacion temprana (fase S temprana) a cromatina de replicacion tardia en fase S tardia. Adicionalmente, a partir
de la distribucién del polipéptido de la invencién dentro del nucleo se puede concluir si la célula esta en fase G1,
fase G2 o en mitosis.

Para la identificacion de compuestos especificos que afectan al ciclo celular, la distribucion y el patrén dinamico del
polipéptido de la invencién se pueden correlacionar directamente con la distribucion del polipéptido de la invencién
en las células de referencia que no estan en contacto con el compuesto de ensayo.

Las figuras muestran:

Figura 1: informe de alineacion de las VHH contra el PCNA tras la seleccion por expresion en fagos
(mediante CH.EMBnet.org Clustal W). (*) marca aminoacidos idénticos, (:) marca sustituciones conservadoras de
aminoacidos, (.) marca sustituciones semiconservadoras de aminoacidos.
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Figura 2: seleccion de PCNA-cromocuerpos funcionales intracelulares usando el ensayo F2H. (A)
Inmovilizacién de GFP-PCNA en una estructura celular definida (foco Lacl dentro del nucleo). Coexpresion de
PCNA-cromocuerpos marcados con fluorescencia roja. La deteccion de antigenos se visualiza mediante
colocalizacion de la fluorescencia verde (antigeno) y rojo (cromocuerpo) en la estructura celular definida. (B)
Inmovilizacién de PCNA-cromocuerpos fusionados a GFP en la estructura celular definida. Se llevd a cabo la
coexpresion de RFP-PCNA. La detecciéon de antigeno se visualiza mediante colocalizacion de la fluorescencia rojo
(antigeno) y verde (cromocuerpo) en la estructura celular definida. Las regiones de codificacion de los PCNA-
cromocuerpos de union al antigeno se determinaron mediante secuenciacion de ADN.

Figura 3: visualizacion y deteccion de la fase S con un PCNA-cromocuerpo. Se muestran imagenes
representativas de las células que expresan Cromocuerpo PCNA3p16-GFP. (A) Coexpresion del PCNA-
Cromocuerpo con otros marcadores fluorescentes de la fase S (RFP-PCNA, HcRed-Ligasa) que colocalizan en sitios
de replicacion del ADN. (B) Imagenes confocales de células que expresan unicamente el PCNA-Cromocuerpo
visualizando diferentes etapas de la fase S.

Figura 4: la progresion a la fase S no se inhibe mediante la expresion del cromocuerpo PCNA3616-GFP. (A)
Conformaciéon de la localizacién correcta del PCNA-Cromocuerpo mediante tincion con anticuerpos
(inmunofluorescencias) usando el anticuerpo anti-PCNA (16D10). Las sefales fluorescentes de PCNA-3p16-GFP
(verde) colocalizan con PCNA endégeno marcado con anticuerpo anti-PCNA (16D10)-Alexa568 (rojo). (B) Los sitios
de replicacion del ADN se marcan por incorporacion de BrdU durante un pulso de 5 minutos y se detectan con un
anticuerpo anti-BrdU Alexa555 (aBrdU-A555; rojo). Durante 30 minutos mas, PCNA3p16-GFP progreso a los focos
de replicacion adyacentes (verde) (C) Demostracion de localizacion errénea tipica de GFP-PCNA tras la
sobreexpresion en células vivas. Deteccion de foco de replicacion con el anticuerpo contra BrdU (aBrdU-A555).

Figura 5: imagenes representativas de un analisis de lapso de tiempo de células que expresan cromocuerpo
PCNA3p16-GFP. Se muestra la progresion de una célula que expresa el cromocuerpo PCNA3p16-GFP a lo largo de
diferentes etapas del ciclo celular comenzando desde G1 hasta G2 tardia.

Figura 6: Determinacion de los niveles de proteinas. Analisis de inmunotransferencia de la cantidad de proteinas
del GFP-PCNA expresadas de forma transitoria en comparacion con el PCNA endoégeno. La proteina se detectd
usando un anticuerpo anti-PCNA (16D10). Las cantidades relativas de proteina se cuantificaron usando analisis de
densitometria con imagen J.

Figura 7: comparacion de la movilidad celular de GFP-PCNA frente a PCNA-Cromocuerpo con analisis FRAP
(recuperacion de la fluorescencia tras fotoblanqueo, FRAP). (A) Imagenes representativas de FRAP seminuclear
de células HelLa que expresan cromocuerpo PCNA3p16-GFP de GFP-PCNA. (B) Evaluacion del analisis FRAP.
PCNA-Cromocuerpo (PCNA3p16-GFP) muestra una tasa de recuperacion significativamente mas rapida (~ 35 s)
que demuestra una interaccion transitoria entre PCNA3p16-GFP y PCNA enddgeno en células vivas.

Figura 8. (A) Imagenes de clones diferentes (#5.1; #9.1; #9.6) de una linea celular HeLa que expresa de forma
estable PCNA-Cromocuerpo (PCNA3p16-GFP) mostrado en el canal de GFP. (B) Evaluacion de un ensayo de
proliferacién que analiza las diferentes lineas celulares. Todas las tres lineas celulares PCNA3p16-GFP muestran
niveles de expresion homogéneos, visualizan focos de replicacion endégenos y tienen tasas de proliferacion
comparables a una linea celular estable que expresa GFP-PCNA. A partir de esto los autores de la presente
invencion concluyen que el PCNA-Cromocuerpo no muestra toxicidad celular y por tanto es bien adecuado para
estudios adicionales.

Figura 9: alineacion del polipéptido representado por la SEC ID NO: 2 con polipéptidos que comprenden
sustituciones conservadoras de aminoacidos (SEC ID N.%°: 16 y 18). Dos sustituciones conservadoras presentes en
las SEC ID N.%°: 16 y 18 estan en la regién marco 1 y una sustitucion conservadora presente en la SEC ID NO: 18
esta en la regiéon marco 2.

Figura 10: imagenes representativas de células que expresan el PCNA-Cromocuerpo (3p16) que representa la SEC
2 (fila superior) o polipéptidos que comprenden sustituciones conservadoras de aminoacidos que representan
PCNA-Cromocuerpo que representa la SEC ID NO: 16 o SEC ID NO: 18 de PCNA-Cromocuerpo. Se muestran los
nucleos de células en la fase S temprana (fila superior), fase S media (fila media) o fase S tardia (ultima fila).

Figura 11: ensayo de mitosis con una linea celular HeLa que expresa de forma estable el cromocuerpo PCNA3p16-
GFP (clon 9.6). (A) Una obtencion de imagen con lapso de tiempo de células no tratadas (izquierda) y tras la adicion
de 0,1 ug/ml de Colcemida (derecha). Las células mitéticas se visualizan con PCNA-Cromocuerpo (PCNA 3p16). Se
muestran imagenes seleccionadas de células tratadas y sin tratar antes y después (13 h) de la adicion de
Coldemida. Las células en mitosis estan marcadas con una flecha. (B) Evaluacion cuantitativa con adquisicion de
imagenes automatizada y reconocimiento de patrén computacional. Los cambios morfolégicos de las células (n ~
1.500) se monitorizaron a intervalos de 30 minutos. Se muestra el porcentaje de células en mitosis tras el
tratamiento con Colcemida durante un periodo de tiempo de 13 h.

Los ejemplos ilustran la invencion.
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Ejemplo 1:
Generacion de anticuerpos que se unen a PCNA
Inmunizacién de alpaca:

Se inmunizé una alpaca (Lamos pacos) con PCNA purificado recombinante en adyuvante GErbu de acuerdo con el
esquema siguiente: dia 0, 500 ug de PCNA; dias 7, 14, 21, 35, 49 y 103: 125 ug de PCNA. El dia 110 se extrajeron
100 ml de sangre.

Preparacion de biblioteca de expresion en fagos:

Un total de 2 x 107 linfocitos B periféricos se aislaron de sangre (Lymphoprepw, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante). Tras el aislamiento del ARNm y la sintesis de ADNc, los dominios variables de los anticuerpos de
cadena pesada (VHH) de alpaca se amplificaron mediante PCR y se ligaron en el vector pHEN4c (Conrath et al.,
2001). La transformacion de la unién en las células TG1 tuvo como resultado una biblioteca de 1,5 x 10° colonias.

Adsorcion de la biblioteca de expresion en fagos:

Para seleccionar los fagos que expresaron VHH que se unen al PCNA, se realizaron 3 rondas de adsorcion contra
PCNA purificado recombinante. Los clones de los fagos positivos que comprenden PCNA que se une a las VHH se
detectaron en un ELISA en fase sdlida. Para su caracterizacion adicional los clones positivos se secuenciaron y las
respectivas secuencias proteicas se alinearon con secuencias proteicas positivas derivadas de secuencias de ADN
de dominios VHH seleccionados de la deteccion selectiva de F2H (véase la Fig. 1).

Seleccion de clones positivos identificados mediante el ensayo de F2H tras la 12 y la 3% ronda de adsorcién

Se seleccionaron los PCNA-cromocuerpos funcionales intracelulares positivos usando el ensayo de F2H divulgado
en el documento PCT/EP2009/000067. Ejemplos de resultados de los mismos se representan en la Figura 2. Se
alinearon las secuencias de ADN de los clones positivos de ELISA y F2H (Fig. 1). La alineacion muestra un
enriquecimiento de tres secuencias proteicas Unicas que aparecian independientemente en ambas detecciones
selectivas.

Las secuencias de PCNA1pD5-mRFP (F2H) y PCNA3pC8-GFP (F2H) fueron idénticas a la secuencia de PCNA1p15
(ELISA) y PCNA3pA4-mRFP (F2H) a PCNA3p10 (ELISA) y PCNA3p2 (ELISA). En el analisis in vivo posterior, no
obstante, PCNA1pD5-mRFP y PCNA3pC8-GFP no reconocieron el PCNA enddgeno en las células HelLa. Por el
contrario PCNA3pF6-GFP pudo unirse al PCNA enddgeno (datos no mostrados) y por tanto, se eligié para la
posterior caracterizacion. A continuacion este clon reivindicado se denomina PCNA3p16 (que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 1) cuando se aplica como dominio VHH recombinante y PCNA3p16-GFP (que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID NO: 10) cuando se usa como cromocuerpo.

Ejemplo 2:

PCNA3p16-GFP se localiza en los sitios de replicacion en las células HeLa y la progresion de la fase S no se
impide

Tras la identificacion del cromocuerpo PCNA3p16-GFP en el ensayo F2H y ELISA, la union del cromocuerpo al
PCNA tenia que analizarse y caracterizarse después. En primer lugar, se investigd si PCNA3p16-GFP expresado de
forma transitoria colocaliza con RFP-PCNA o HcRedLigasa, otro marcador de la fase S. Para hacerlo, las células
HelLa se sembraron sobre cubreobjetos y se transfectaron doblemente de forma transitoria con vectores de
expresion que codifican RFP-PCNA o HcRed-Ligasa y el vector que codifica PCNA-Cromocuerpo PCNA3p16-GFP.
24 horas después de la transfeccion se fijaron las células en PFA al 4 % durante 15 minutos a temperatura
ambiente, se permeabilizaron con Triton-X-100 al 0,2 % en PBS y el ADN se contratifid con DAPI. Los portaobjetos
se montaron en VectaShield y se analizaron después mediante microscopia de epifluorescencia con los conjuntos de
filtros adecuados para DAPI (D360 _40X/HQ460_40M), GFP (HQ480_40X/HQ535 50M) y las proteinas
fluorescentes rojas (HQ565_30X/HQ620_60M) y un objetivo de aceite 63X/1,3 NA Plan Apo. Como se esperaba,
RFP-PCNA asi como HcRed-Ligasa se localizé en los sitios de replicacion del ADN en el nicleo de las células. En
ambos casos se detectd una colocalizaciéon de RFP-PCNA y HcRed-Ligasa con el cromocuerpo (Fig. 3 A). Este
resultado sugiere que el PCNA-Cromocuerpo se localiza correctamente en los focos de replicacion en las células.
Para descartar que la localizacién correcta de PCNA3p16-GFP sea dependiente de la coexpresion de otras
proteinas de replicacién, las células HelLa se transfectaron con PCNA3p16-GFP solo. De nuevo fue visible una
localizaciéon de PCNA3p16-GFP en los sitios de replicacion, lo que indica que de hecho PCNA3p16-GFP es capaz
de unirse al PCNA enddgeno en los sitios de replicacion (Fig. 3 B).

Para confirmar que PCNA3p16-GFP reconoce el PCNA endoégeno localizado en los sitios de replicacion de ADN
activos se realizd una tincion con anticuerpo contra PCNA y un pulso-seguimiento de BrdU. Para la deteccion de
PCNA endogeno con anticuerpos convencionales se fijaron las células como se describe anteriormente y se
permeabilizaron con metanol enfriado en hielo al 100 % durante 5 minutos. El anticuerpo anti-PCNA primario (clon
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16D10) (1:400) se detectdé mediante un anticuerpo secundario acoplado con el colorante fluorescente Alexa568.

Para visualizar los sitios de replicacion activos se afiadio BrdU al medio de las células en proliferacion. Este analogo
nucleotidico se capta por las células e incorporado en el ADN recién sintetizado durante la fase S. Tras 5 minutos se
sustituye el medio que contiene BrdU por medio recién preparado. Las células se incuban durante 30 minutos y
después se fijan con 4 % de PFA durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras la permeabilizaciéon de las
células con Triton, el BrdU incorporado se visualizé usando un kit de deteccién de BrdU con un anticuerpo anti-BrdU
primario de ratéon (1:500) y un anticuerpo anti-ratén secundario acoplado al colorante fluorescente Alexa555. El
analisis microscopico (como se ha descrito anteriormente) de las células reveld que el cromocuerpo PCNA3p16-GFP
(verde) esta completamente colocalizado con la proteina PCNA enddgena detectada con el anticuerpo anti-PCNA
(16D10) (rojo) (Fig. 4 A). Estos resultados confirma el resultado anterior de que PCNA3p16-GFP se une a PCNA
enddgeno.

Como se ha descrito anteriormente, el BrdU se incorpora en el ADN recién sintetizado, de modo que se marcan los
sitios de replicacion activa del ADN en las células (rojo). Tras un periodo de seguimiento de 30 minutos fue visible
que el patron fluorescente de BrdU y el patron PCNA3p16-GFP (verde) se habian desplazado ligeramente. Esta
observacion sugiere que el PCNA endogeno habia progresado a focos de replicacion adyacentes que indican que la
union de PCNA3p16-GFP al PCNA enddgeno no impedia la progresion de la fase S (Fig. 4 B). En paralelo, el
marcaje con BrdU se realiz6 en las células que sobreexpresan de forma transitoria GFP-PCNA. De un modo similar
a las células que expresan PCNA3p16-GFP, la progresion de la fase S no estaba inhibida en las células que
expresan GFP-PCNA. No obstante, se observé que la sobreexpresiéon de GFP-PCNA en ocasiones tiene como
resultado un patrén fluorescente similar a un patrén de replicacion aunque, como indica la tincién con BrdU, las
células no estaban en fase S.

Ejemplo 3:
Serie de células vivas de una célula HeLa que expresa PCNA3p16-GFP

Para confirmar la progresion normal de las células HeLa que expresan PCNA3p16-GFP a través de la fase S se
realizd una serie de células vivas. Las células HeLa se sembraron en portaobjetos p de Ibidi en camaras de células
vivas y se transfectaron con el vector de expresion que codifica el cromocuerpo PCNA3p16-GFP. 12 horas después
de la transfeccidon de las células se inicid una serie de células vivas durante 24 horas usando un microscopio
confocal de disco rotatorio Perkin Elmer equipado con una campana de células vivas de temperatura controlada y un
objetivo de aceite Zeiss 63X/1,4NA Plan Apo con imagenes adquiridas cada 15 minutos. La GFP se excit6 con un
laser a 488 nm. La serie de células vivas muestra que las células progresan a través de la fase S (Fig. 5).

Ejemplo 4:
Sobreexpresion de GFP-PCNA en comparacion con el nivel de proteina PCNA endoégeno en células HeLa

Para comparar el nivel de GFP-PCNA sobreexpresado con el nivel de PCNA endégeno 3 x 10° células Hela se
transfectaron de forma transitoria con un plasmido que codifica GFP-PCNA. 20 horas después de la transfeccién se
determind la eficiencia de la transfeccion y se preparé el lisado celular. El lisado celular se separé mediante SDS-
PAGE y se analiz6 ademas mediante inmunotransferencia usando anticuerpos anti-PCNA (16D10). La cuantificacion
de la sefial de inmunotransferencia mediante ImageJ reveld que GFP-PCNA se sobreexpresaba 15 veces mas en
comparacion con los niveles de PCNA enddégeno. No obstante, ya que solo el 25 % de las células se habian
transfectado, el valor cuantificado se multiplicé por cuatro dando como resultado un nivel de proteinas de GFP-
PCNA 60 veces mas alto (Fig. 6).

Ejemplo 5:

Las mediciones FRAP de PCNA3p16-GFP revelan una unién transitoria, pero distinta del PCNA-cromocuerpo
a los focos de replicacion.

Para la caracterizacion de la afinidad de union del cromocuerpo PCNA3p16-GFP al PCNA enddgeno se realizé un
analisis FRAP (recuperacion de fluorescencia tras fotoblanqueo). Las células se cultivaron y se transfectaron en
portaobjetos u de Ibidi con construcciones de expresion indicadas. Para el analisis FRAP se usé un microscopio
confocal Leica SP5 equipado con un objetivo de aceite 63X/1,4 NA Plan Apo. Se adquirieron 10 imagenes antes del
blanqueo con un intervalo de tiempo de 1,3 segundos. Después se aplicé un pulso laser de intensidad maxima (488
nm) para blanquear una RDI rectangular (region de interés; normalmente la mitad del area del nucleo). Para
monitorizar la recuperacion fluorescente en el area blanqueada se adquirieron 70 imagenes con un intervalo de
tiempo de 1,3 segundos y después 10 imagenes con un intervalo de tiempo de 5 segundos.

La Figura 7 A muestra imagenes representativas de FRAP seminuclear de células HeLa que expresan cromocuerpo
PCNA3p16-GFP (PCNA-cb-GFP) o GFP-PCNA. La evaluacion estadistica de las mediciciones de FRAP de varias
células mostrdé una tasa de recuperacion mas rapida significativa (~ 35 s) de Cromocuerpo PCNA3p16-GFP en
comparacion con GFP-PCNA. Esto demuestra una interaccion transitoria entre PCNA-Cromocuerpo y el PCNA
enddgeno en células vivas. La naturaleza transitoria de esta interaccion es lo mas probablemente la razon de que la
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funcién de PCNA enddgeno no se vea alterada ni impedida por la union de PCNA3p16-GFP. No obstante, la union
sigue siendo lo bastante especifica como para permitir la visualizacion de la proteina PCNA enddgena en los focos
de replicacion a través de la fase S dentro de las células vivas (Figura 7 B).

Ejemplo 6:
Anadlisis de generacion y proliferacion de 3 lineas celulares HeLa estables que expresan PCNA3p16-GFP

La sobreexpresion transitoria de las proteinas en las células a menudo tiene como resultado niveles de expresiéon no
homogéneos. Por tanto, se generaron lineas de células HeLa que expresan de forma estable PCNA3p16-GFP. Las
células HelLa se sembraron a una densidad muy baja (1 % de confluencia) y se transfectaron con vectores de
expresion de PCNA3p16-GFP. 2 dias después de la transfeccion, las células se cultivaron en medio que contiene
G418 para seleccionar las células transfectadas. Tras varios dias se observd que las células que expresan
PCNA3p16-GFP forman colonias. Se eligieron las colonias con niveles de expresion homogéneos y adecuados para
la deteccion de los patrones de replicacion (es decir, niveles de expresion que permiten la deteccion de PCNA3p16-
GFP y una resolucion espacial de estructuras focales) para su posterior subclonacién. Por ultimo, se seleccionaron
tres clones 5.1, 9.1 y 9.6 (Fig. 8 A).

El comportamiento de proliferacion de las tres lineas de células estables se analizd en un ensayo de proliferacion y
se compardé con la proliferacion de células que expresan de forma estable GFP-PCNA. Las células se sembraron en
una placa de 6 pocillos y tras 1, 2 y 3 dias se adquirieron imagenes usando un INCell Analyzer 1000 (GE
Healthcare) equipado con un objetivo de aire 10X/0,45 NA Plan Apo. Las células se contaron por INCell workstation,
un programa automatico de evaluacion y cuantificacion de imagenes. Los clones 5.1 y 9.6 que expresan de forma
estable PCNA3p16-GFP tenian tasas de proliferacién comparables con la linea celular HeLa que expresa de forma
estable GFP-PCNA. Las células del clon 9,1 proliferaron aproximadamente un 50 % mas lentas que las células que
expresan GFP-PCNA (Fig. 8 B). No obstante, las tres las lineas celulares PCNA3p16-GFP muestran niveles de
expresion homogéneos y visualizan los focos de replicacion endégenos. Por tanto, son muy adecuadas para
estudios adicionales.

Ejemplo 7:
Sustituciones conservadoras en las regiones marco no impiden la funcionalidad del polipéptido

Tras la identificacion de un cromocuerpo PCNA3p16-GFP especifico del PCNA (SEC ID NO: 2), se realizd un
analisis adicional de los datos de secuencia de la biblioteca de PCNA-cromocuerpo para detectar secuencias de
union que comprenden sustituciones conservadoras en las regiones marco pero no en las regiones determinantes
de la complementariedad (CDR) que se sabe que son responsables de la unién al antigeno. Se seleccionaron dos
secuencias de unién (secuencias de aminoacidos SEC ID NO: 16 y la SEC ID NO: 18, véase la Figura 9) para
analizar la unién a PCNA en células vivas.

Para hacerlo, las células HeLa se sembraron sobre cubreobjetos y se transfectaron de forma transitoria con vectores
de expresion que codifican una variante de PCNA-Cromocuerpo de la SEC ID NO: 16 y se fusionaron con GFP o
una variante de PCNA-Cromocuerpo de la SEC ID NO: 18 y se fusionaron a GFP. 24 horas después de la
transfeccion, se fijaron las células en PFA al 4 % durante 15 minutos a temperatura ambiente, se permeabilizaron
con Triton-X-100 al 0,2 % en PBS y el ADN se contratifi6 con DAPI. Los portaobjetos se montaron en VectaShield y
se analizaron ademas mediante microscopia de epifluorescencia con los conjuntos de filtros adecuados para DAPI
(D360_40X/HQ460_40M) y GFP (HQ480_40X/HQ535_50M) y un objetivo de aceite 63X/1,3 NA.

Ambos cromocuerpos reconocen el PCNA y se localizan correctamente en los focos de replicacion en las células.
(véase la Figura 10). A partir de esto se puede concluir que las mutaciones conservadoras en el marco no interfieren
con la capacidad de unién al antigeno de los correspondientes cromocuerpos.

Ejemplo 8:

Deteccion selectiva de farmacos usando el acido nucleico de la invencién en el ejemplo del inductor de la
mitosis colcemida

Las lineas celulares HelLa que expresan de forma estable PCNA3p16-GFP (clon 9.6; secuencia de aminoacidos de
la SEC ID NO: 2 fusionada a GFP) se sembraron a una confluencia del 50 % en camara de obtencién de imagenes
de células vivas (portaobjetos u de 8 pocillos de Ibidi). Tras la incubacion durante la noche, el medio de crecimiento
normal (DMEM + 10 % de FCS) se sustituy6é por medio para células vivas adaptadas con CO, (DMEM sin rojo fenol
+ 10 % de FCS + tampoén Hepes 25 mM). Después el portaobjetos de imagen se colocé en un microscopio de alto
contenido INCell Analyzer 1000 (GE Healthcare) equipado con una camara de control ambiental, ajustada a 37 °C y
al 5 % de CO,. Las imagenes se adquirieron con un objetivo de aire 20X/0,45 NA usando el conjunto de filtros
adecuado para la proteina fluorescente GFP (HQ480_40X/HQ535_50M) y un tiempo de exposicién de 750 ms. Para
la obtencion de imagenes de células vivas se seleccionaron 15 campos de vision por pocillo y se inicié una serie
temporal de 13 horas con intervalos de tiempo de 30 minutos. Después del primer punto temporal se afiadieron 0,1
pg/ml de colcemida directamente al medio de un pocillo; las células control se dejaron sin tratar (figura 11A). La

16



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 528 603 T3

colcemida es un farmaco inhibidor de la mitosis tal como la colchicina, que despolimeriza los microtubulos y limita la
formacion de microtdbulos (inactiva la formacion de las fibras del huso), deteniendo asi las células en la metafase.

El conjunto de datos adquiridos se analizd con el programa de evaluaciéon y cuantificacion de imagenes
automatizado INCell workstation. Para ello se disefi¢ y desarroll6 un protocolo especializado para identificar la
célula, los nucleos y para distinguir entre las células en interfase y metafase. La cantidad de células mitéticas por
punto de tiempo se conto y se evalud. El grafico representado en la figura 11B muestra el incremento esparado de
las células mitéticas en la poblacién de células tratadas con colcemida.
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Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

70

Asn

val

Ser

Val

Pro

55

Thr

Serxr

Glu

Cys

Arg

440

Ser

Ile

Leu

ggaggcettgg

ttcagtaget

tecagatatta

accateteea

gaggacacgg

ccetegagee

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Thr

19

Gly

10

Ala

Ala

Ala

Arg

Pro
20

Gly

Ser

Pro

Val

Asp

75

Glu

tgcaaccetgg
atgctatgag
gtectagtag
gagacaacgc
gcgaatattt

aggggaccca

Gly Leu

Phe

Gly

Lys
45

Gly

Lys Ala

60

Asn Ala

Asp Thr

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Gly

ggggtetctg

atgggtcege

tgetgtcaag

caagaacaga

ttgtactaaa

ggtcaccgte

Gln

15

Phe

Leu

Ser

Asn

Glu
95

Pro

Ser

Glu

Asp

Arg

80

Tyr

60

1290

180

240

300

360

368



10

<210>3
<211>717

<212> ADN

Phe Cys Thr Lys Val Gln Ser Pro Arg Thr Arg Ile Pro Ala Pro Ser
110

100

ES 2 528 603 T3

105

Ser Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
120

<213> Aequorea victoria

<400> 3

<210> 4
<211> 238

<212> PRT

atgagtaaag
gatgttaatg
aaacttacce
gtcactactt
catgactttt
aaagatgacg
aatagaatcg
ttggaataca
atcaaagtta
cattatcaac
ctgtccacac

cttgagtttg

<213> Aequorea victoria

<400> 4

Met

Glu

Gly

Thr

Ser

Ser

Leu

Glu

Thr
50

Tyr

115

gagaagaact
ggcacaaatt
ttaaatttat
tctcettatgg
tcaagagtge
ggaactacaa
agttaaaagy
actataacte
acttcaaaat
aaaatactcc
aatctgecet

taacagctgc

35

Lys Gly Glu
5

Asp Gly Asp
20

Gly Asp Rla

Gly Lys Leun

Gly val Gln

tttcactgga
ttetgtcagt
ttgcactact
tgttcaatge
catgeccgaa
gacacgtget
tattgatttt
acacaatgta
tagacacaac
aattggcgat
ttcgaaagat

tgggattaca

Glu Leu

Vval

Asn

Thr Tyr

val
55

Pro

Cys Phe

gttgtcccaa
ggagagggtg
ggaaaactac
ttttcaagat
ggttatgtac
gaagtcaagt
aaagaagatg
tacateatgy
attgaagatg
ggcectgtee
cccaacgaaa

catggcatgg

Phe Thr Gly

10

Gly His
25

Gly Lys
40

Pro

Trp

Ser Arg

20

Lys

Leu

Pro

Tyr

ttcttgttga
aaggtgatge
ctgttecatg
acccagatca
aggaaagaac
ttgaaggtga
gaaacattcet
cagacaaaca
gaagcgttca
ttttaccaga
agagagacca

atgaactata

val val

Phe Ser

Thr Leu

Thr Leu

60

Pro Asp

Pro

Val

attagatggt
aacatacgga
goecaacactt
tatgaaacag
tatattttte
taccettgtt
tggacacaaa
aaagaatgga
actagcagac
caaccattac
catggtcctt

caaataa

Ile
15

Ser

Leu Val

Lys
45

val

His

Gly Glu
30

Phe Ile Cys

Thr Thr Phe

Met Lys Gln

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

717



<210>5

<211> 711
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

65

His

Thr

Lys

Asp

Ile

FPhe

Fhe

Phe Phe

Lys

ES 2 528 603 T3

70

Ser Ala

85

Phe Phe

100

Glu
115

Gly

Lys Glu

130

Tyr

145

Ile

Gln

Val

Lys

Asn

Lys

Leu

Leu

Asp

Ser His

val Asn

Lys

Asp

Asp

Asn

Phe

Asp Asp

Thr

Leu

Asn
135

Gly

Val
150

Tyxr

Lys Ile

165

Ala Asp

180

Leu Pro

195

Pro Asn

210

Thr
225

Ala

Ala Gly

His

Asp

Glu

Ile

Tyr Gln

Asn

Lys Arg

215

Thr
230

His

Met

Gly

Val

120

Ile

Ile

Arg

Gln

Tyr

200

Asp

Gly

Pro

Asn

105

Asn

Leu

Met

His

Asn

185

Leu

His

Met

<223> /nota= “Descripcion de la secuencia artificial: mCherry"

<400> 5

atggtgagca
gtgcacatgg
egccectacy
ttegectggy
cocgecgaca
gtgatgaact

ggegagttcea

agggcgagga
agggctcegt
agggeacceea
acatectgte
tececgacta
tegaggacgy

tctacaaggt

ggataacatg
gaacggccac
gaccgecaag
cccteagtte
cttgaagcectg
cggegtagtyg

gaagctgcgc

Glu

90

Tyr

Arg

Gly

Ala

Asn

170

Thr

Ser

Met

Asp

gecatcatea
gagttagaga
ctgaaggtga
atgtacgget
tecttceceqg
acegtgacce

ggcaccaact

21

15

Gly Tyr

Thr

Lys

Ile Glu

Val

Arg

Leu

Gln

Ala
110

Lys

125

His Lys

140

Asp
155

Lys
Ile Glu
Ile

Pro

Thr Gln

Leu

Gln

Asp

Gly

Ser

Glu
Lys
Gly
As§
190

Ala

205

Vval I.eu

22¢

Glu
235

Leu

aggagttcat
tegagggega
ccaagggtgg
ccaaggecta
agggcttcaa
aggactcctce

tceccteacga

Leu

Tyr

Glu

Lys

Glu

25

Glu

Gly

Tyzxr

Asn

Ser

175

Gly

Leu

Phe

80

Arg

val

Ile

Asn

Gly

160

Val

Pro

Ser

val

gegcttcaag
gggcgaggge
ceecctgeee
cgtgaagcac
gtgggagcge
actgc&ggac

cggcecegta

60
120
180
240
300
360

420



<210>6
<211> 236
<212> PRT

atgeagaaga agaccatggg
gecetgaagyg gegagatcaa
gaggtcaaga ccacctacaa
aacatcaagt tggacatcac

cgegecgagyg gecgccacte

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 528 603 T3

ctgggaggce
gcagaggctg
ggccaagaag

cteoccacaac

caceggegge

tectecgage

aagctgaagg

ceegtgoage

gaggactaca

atggacgagce

<223> /nota= “Descripcion de la secuencia artificial: mCherry"

<400> 6

Met

Met

Glu

Ala

Ile

Pro

Lys

Thr

Leu

Thr

145

Ala

val

Arg

Ile

Lys

50

Leu

Ala

Trp

Gln

Arg

130

Met

Leu

Ser

Phe

Glu

35

Leu

Ser

Asp

Glu

Asp

115

Gly

Gly

Lys

Lys

Lys

20

Gly

Lys

Pro

Ile

Arg

100

Ser

Thr

Trp

Gly

Gly

5

val

Glu

Val

Gln

Pro

85

val

Ser

Asn

Glu

Glu
165

Glu

His

Gly

Thr

Phe

70

Asp

Met

Leu

Phe

Ala

150

Ile

Glu

Met

Glu

Lys

55

Met

Tyr

Asn

Gln

Pro

135

Ser

Lys

Asp

Glu

Gly

Gly

Tyr

Leu

Phe

Asp

120

Ser

Ser

Gln

Asn

Gly

Arg

Gly

Gly

Lys

Glu

105

Gly

Asp

Glu

Arg

22

Met

10

Ser

Pro

Pro

Ser

Leu

Asp

Glu

Gly

Arg

Leu
170

ggatgtacce

cgaggacggc

acggecggeca ctacgacget

tgeecggege
ceategtgqga

tgtacaagta

Ala

val

Tyr

Leu

Lys

75

Ser

Gly

Phe

Pro

Met

155

Lys

Ile

Asn

Glu

Pro

60

Ala

Phe

Gly

Ile

val

140

Tyr

Leu

Ile

Gly

Gly

Phe

Tyr

Pro

val

Tyr

125

Met

Pro

Lys

a

Lys

His

Thr

Ala

val

Glu

val

110

Lys

Gln

Glu

Asp

Glu

15

Glu

Gln

Trp

Lys

Gly

25

Thr

val

Lys

Asp

Gly
175

ctacaacgte

acagtacgaa

Phe

Phe

Thr

Asp

His

Phe

val

Lys

Lys

Gly

160

Gly

480
540
600
660

711



10

15

<210>7
<211> 759
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

His Tyr Asp

Gin Leu Pro

His Asn Glu

180

185

210

Arg Eis Ser

225

Ala Glu

Gly Ala

Asp Tyr

Thr Gly

ES 2 528 603 T3

val Lys

Thr Ile
215

Gly Met
230

Thr Thr Tyr Lys Ala Lys Lys Pro Val

185

200

Val Glu Gln Tyr Glu Arg Ala Glu Gly

190

T'yr Asn Val Asn Ile Lys Leu Asp Ile Thr Ser

205

220

Asp Glu Leu Tyr Lys

<223> /nota= “Descripcion de la secuencia artificial: YFP"

<400> 7

<210> 8
<211> 239
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

atggtgagca
ggcegacgtaa
ggcaagetga
ctegtgacea
cagcacgact
ttcaaggacg
gtgaacagea
aagetggagt
ggcatcaagg
gaccactace
tacctgaget
ctgectggagt

ggtaccgage

agggcgagga
acggccacaa
ccctgaagtt
cetteggeta
teotteaagte
acggcaacta
tegagetgaa
acaactacaa
tgaacttcaa
agcagaacac
accagtecas
tegtgacege

tcggatcecac

gctgttecace
gttcagegty
catetgeace
cggectgaag
cgccatgece
caagaccege
gggeategac
cagccacaag
gatecgeoeace
caccatcgge
getgageaaa
cgeegggate

tagtaacgge

ggggtggtge
tecggegagy
accggcaagce
tgcttecgeee
gaaggctacg
gccgaggtga
ttcaaggagg
gtetatatea
aacatcgagg
gacggececg
gaccccaacg
actcteggea

cgccagtgt

<223> /nota= “Descripcion de la secuencia artificial: YFP"

<400> 8

Met Val Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro Ile Leu

1

5

10

23

235

ceatectggt
gcgagggega
tgccegtgee
gctaccccga
tecaggageg
agttcgaggg
acggcaacat
tggecgacaa
acggcagegt
tgctgetgece
agaagcgega

tggacgagcet

cgagetggac
tgecacctac
ctggcccacc
ccacatgaag
caccatectte
cgacaccctg
cetggggeac
geagaagaac
gcagetegec
cgacaacecac
tcacatggte

gtacaaggct

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

759



<210>9
<211> 1149
<212> ADN

Val

Glu

Cys

Phe

65

Gln

val

Ile

Asn

145

Gly

Val

Pro

Ser

Val
225

Glu

Gly

Thr

50

Gly

His

Thr

Lys

Asp

130

Tyr

Ile

Gln

Vval

Lys

210

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> /nota= “Descripcion de la secuencia artificial: PCNA3p16-GFP (incluyendo el enlazador)"

<400>9

Leu

Glu

35

Thr

Tyr

Asp

Ile

Phe

115

Phe

Asn

Lys

Leu

Leu

195

Asp

Ala

Asp

20

Gly

Gly

Gly

Phe

Phe

100

Glu

Lys

Ser

Val

Ala

180

Leu

Pro

Ala

Gly

Asp

Lys

Leu

Phe

85

Phe

Gly

Glu

His

Asn

165

Asp

Pro

Asn

Gly

ES 2 528 603 T3

Asp

Ala

Leu

Lys

70

Lys

Lys

Asp

Asp

Asn

150

Phe

His

Asp

Glu

Ile
230

val

Thr

Pro

55

Cys

Ser

Asp

Thr

Gly

135

val

Lys

Tyr

Asn

Lys

215

Thr

Asn

Tyr

40

val

Phe

Ala

Asp

Leu

120

Asn

Tyr

Ile

Gln

Hig

200

Arg

Leu

Gly

25

Gly

Pro

Ala

Met

Gly

105

Val

Ile

Ile

Arg

Gln

185

Tyr

Asp

Gly

24

His

Lys

Trp

Arg

Pro

840

Asn

Asn

Leu

Met

His

170

Asn

Leu

His

Met

Lys

Leu

Pro

Tyr

75

Glu

Tyx

Arg

Gly

Ala

158

Asn

Thx

Ser

Met

Asp
235

Phe

Thr

Thx

60

Pro

Gly

Lys

Ile

His

140

Asp

Ile

Pro

Tyr

Val

220

Glu

Ser

Leu

45

Leu

Asp

Tyr

Thr

Glu

125

Lys

Lys

Glu

Ile

Gln

205

Leu

Leu

Val

Lys

val

Val

Arg

110

Leu

Leu

Gln

Asp

Gly

190

Ser

Leu

Tyr

Ser

Phe

Thr

Met

Gln

95

Ala

Lys

Glu

Lys

Gly

175

Asp

Lys

Glu

Lys

Gly

Ile

Thr

Lys

80

Glu

Glu

Gly

Tyr

Asn

160

Ser

Gly

Leu

Phe



ES 2 528 603 T3

atggctcagg tgcagctggt ggagtctggg ggaggcttgg tgcaacctgg ggggtetetg 60
agactctcoct gtgcagecte tggatteace ttecagtaget atgetatgag ctgggteege 120
caggctecag gaaagggget cgagtgggte tcagatatta gtectagtgg tgetgtcaag 180
gectatteaqg actcoccogtgaa gggccggttc accatctcca gagacaacge caagaacaga 240
ctgtatetge aaatgaacag cctgacacct gaggacacgg gcgaatattt ttgtactaaa 300
gtccagtece cacgtacgag aatacctgee cectegagee aggggaccca ggtceacegte 360
tcctcaagaa gcttcegaatt ctgecagtega cggtacegeg ggeccgggat ccaceggeeg 420
gtcgeccaceca tggtgageaa gggegaggag ctgttcaceg gggtggtgec catccetggte 480
gagcfggacg gecgacgtaaa cggeocacaag ttcagcecgtgt ¢ccggegaggg cgagggcgat 540
gocacetacg geaagetgac cctgaagtte atetgeacea ceggeaaget gecegtgeae 600
tggceccacce tegtgaccace cctgacctac ggegtgeagt getteagecg ctaccecgac 660
cacatgaagc agcacgactt cttcaagtee gecatgeceg aaggetacgt coaggagege 720
accatecttet tcaaggacga cggcaactac aagaccegeg cegaggtgaa gttegaggge 780
gacaceectgg tgagccgcat cgagctgaag ggcatcgact tcaaggagga cggcaacate 840
ctggggcaca agcectggagta caactacaac agccacaacyg tcectatatcat ggecgacaag 900
cagaagaacqg gcatcaaggt gaacttcaag atcegecaca acatcgagga cggecageghg 960
cagctcgecg accactacca gecagaacacce cccateggeg acggeccegt gotgetgece 1020
gacaaccact acctgagcac deagtecgae ctgagcaaag accccaacga gaagagegat 1080
cacatggtce tgectggagtt cgtgacegee geegggatea ctetceggeat ggacgagetg 1140
tacaagtaa 1149

<210>10

<211> 382

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> /nota= “Descripcion de la secuencia artificial: PCNA3p16-GFP (incluyendo el enlazador)"
<400> 10
Met Ala Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro

1 5 10 15

Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Sexr Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 : 30

Ser Tyr Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45

25



Trp

Ser

65

Leu

Phe

Ser

Ser

Val

145

Glu

Gly

Thx

Thr

His

225

Thr

Lys

Tyr

Val

50

Val

Tyr

Cys

Gln

Arg

130

Ser

Leu

Glu

Thre

Tyr

210

Asp

Ile

Phe

Phe

Asn
290

Ser

Lys

Leu

Thr

Gly

115

Arg

Lys

Asp

Gly

Gly

195

Gly

Phe

Phe

Glu

Lys

275

Sar

Asp

Gly

Gln

Lys

100

Thr

Tyr

Gly

Gly

Asp

180

Lys

val

Phe

Phe

Gly

260

Glu

Ile

Arg

Met

val

Gln

Arg

Glu

Asp

165

Ala

Leu

Gln

Lys

Lys

245

Asp

Asp

Asn

ES 2 528 603 T3

Ser

Phe

Asn

Gln

val

Gly

Glu

150

Val

Thr

Pro

Cys

Ser

230

Agp

Thr

Gly

Val

Pro

Thr

Ser

Ser

Thr

Pro

135

Leu

Asn

TYr

val

Phe

215

Ala

Asp

Leu

Asn

Tyr
295

Ser

Ile

Leu

Pro

Vval

126

Gly

Phe

Gly

Gly

Pro

200

Ser

Met

Gly

val

Ile

280

Ile

Gly

Ser

Thr

Arg

105

Ser

Ile

Thr

His

Lys

185

Trp

Arg

Pro

Asn

Asn

265

Leu

Met

26

Ala

Arg

Pro

20

Thr

Serx

His

Gly

Lys

170

Leu

Pro

Tyr

Glu

Tyr

250

Arg

Gly

Ala

Val

Asp

Glu

Arg

Axrg

Val

155

Phe

Thr

Thr

Pro

Gly

235

Lys

Ile

His

Asp

Lys

&0

Asn

Asp

Ile

Ser

Pro

140

Val

Ser

Leu

Leu

Asp

220

Tyxr

Thr

Glu

Lys

Lys
300

Ala

Ala

Thr

Pro

FPhe

125

vVal

Pro

val

Lys

val

205

His

Val

Arg

Leu

Leu

285

Gln

Tyr

Lys

Gly

Ala

110

Glu

Ala

Ile

Ser

Phe

190

Thr

Met

Sln

Ala

Lys

270

Glu

Lys

Ser

Asn

Glu

95

Pro

Phe

Thr

Leu

Gly

175

Ile

Thr

Lys

Glu

Glu

255

Gly

Tyr

Asn

Asp

Arg

Tyx

Ser

Cys

Met

val

160

Glu

Cys

Leu

Gln

Arg

240

val

Ile

Asn

Gly



10

val

Ala

Leu

Pro

355

Ala

Asn

Asp

Pro

340

Asn

Gly

Phe

His

325

Asp

Glu

Ile

ES 2 528 603 T3

Lys

310

Tyr

Asn

Lys

Thr

Ile

Gln

His

Arg

Leu
375

Arg His

Gln

Asn

Leu
345

Tyr

Asp His

360

Gly Met

Asn

Thr

330

Ser

Met

Asp

Ile

315

Pro

Thr

Val

Glu

Glu

Ile

Gln

Leu

Leu
380

Asp
Gly
Ser
Leu
36§

Tyx

Gly

Asp

Ala

350

Glu

Lys

Ser

Gly

335

Leu

Phe

val

320

Pro

Ser

Val

Ile Lys
305
Gln Leu
val Leu
Lys Asp
Thr Ala
370

<210> 11

<211> 1140

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> /nota= “Descripcion de la secuencia artificial: PCNA3p16-mCherry (incluyendo el enlazador)"

<400> 11

<210> 12

atggeteagg
agactctecect
caggctecag
gectatteag
ctgtatetge
gtecagtece
tectcaagaa
gt-cgccacca
cgecttcaagg
ggcgagggee
cecctgeect
gtgaagcace
tgggagegeg
ctgecaggacg
ggeeccegtaa
gaggacggcyg
tacgacgctg
tacaacgtca

cagtacgaac

tgecagetggt
gtgcageete
gaaagggget
actccogtgaa
aaatgaacag
cacgtacgaqg
gettagaatt
tggtgagcaa
tgcacatgga
geceectacga
tegectggga
ccgecagacat
tgatgaactt
gegagtteat
tgcagaagaa
cectgaaggg
aggtcaagac

acatcaagtt

gcgecgaggy

ggagtetggg
tggattcace
cgagtgggte
gggecggttce
cectgacacct
aatacctgee
ctgcagtega
gggcgaggayg
gggctccgtyg
gggcacacag
catectgtee
cecccgactac
cgaggacgge
ctacaaggtg
gacecatggge
cgagatcaag
cacctacaag
ggacatcacc

ccgecactee

ggaggcettgg
ttecagtaget
tcagatatta
accatceteca
gaggacacgg
ccetegagec
cggtacegeyg
gataacatgg
aacggccacg
accgcecaage
ceteagttea
ttgaagetgt
agegtggtga
aagctgcgeg
tgggaggect
cagaggctga
gccaaqgaage
tcccacaacg

accggcggea

27

tgcaacectgg
atgctatgag
gtectagtgg
gagacaacge
gcgaatattt
aggggaceca
ggcccgggat
ccatcateaa
agttcgagat
tgaaggtgac
tgtacggete
cettececga
ccgtgaccea
gcaccaactt
cctcegageg
agetgaagga
cegqtgeaget
aggactacac

tggacgagcet

ggggtectetg
ctgggtecge
tgctgtcaag
caagaacaga
ttgtactaaa
ggtcaccgte
ccaceggeeg
ggagtteatg
cgagggcgag
caagggtgge
caaggcctac
gggcttcaag
ggactectee
ccectecgac
gatgtaccee
cggeggecac
geceggegee
catcgtggaa

gtacaagtaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

10290

1080

1140



<211> 379
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 528 603 T3

<223> /nota= “Descripcion de la secuencia artificial: PCNA3p16-mCherry (incluyendo el enlazador)"

<400> 12

Met

Gly

Ser

Trp

Ser

65

Leu

Phe

Ser

Ser

val

145

Ile

Lys

Ala

Gly

Tyr

val

50

val

Tyr

Cys

Gln

Arg

130

Ser

Phe

Glu

Leu

Gln

Ser

Ala

35

Ser

Lys

Leu

Thr

Gly

115

Arg

Lys

Lys

Gly

Lys

val

Leu

20

Met

Asp

Gly

Gln

Lys

100

Thx

Tyr

Gly

Val

Glu

180

val

Glin

Arg

Ser

Ile

Arg

Met

85

Val

Gln

Arg

Glu

His

165

Gly

Thr

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

70

Asn

Gln

Val

Gly

Glu

150

Met

Glu

Lys

val

Ser

Vval.

Pro

55

Thr

Ser

Ser

Thr

Pro

135

Asp

Glu

Gly

Gly

Glu

Cys

Arg

10

Ser

Ile

Leu

Pro

Val

120

Gly

Asn

Gly

Arg

Gly

Ser

Ala

25

Gln

Gly

Ser

Thr

Arg

105

Ser

Ile

Met

Ser

FPro

185

Pro

28

Gly

10

Ala

Ala

Ala

Arg

Pro

90

Thr

Ser

His

Ala

Vval

170

Tyr

Leu

Gly

Ser

Pro

val

Asp

15

Glu

Arg

Arg

Arg

Ile

155

Asn

Glu

Pro

Gly

Gly

Gly

Lys

60

Asn

Asp

Ile

Ser

Preo

140

Ile

Gly

Gly

Phe

Leu

Phe

Lys

45

Ala

Ala

Thr

Pro

Phe

12s

val

Lys

His

Thr

Ala

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Gly

Ala

110

Glu

Ala

Glu

Glu

Gln

190

Trp

Gln

Phe

Leu

Ser

Asn

Glu

95

Pro

Phe

Thr

Phe

Phe

175

Thr

Asp

Pro

Sear

Glu

Asp

Arg

80

Tyr

Ser

Cys

Met

Met

160

Glu

Ala

Ile
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<210> 13
<211>21
<212> PRT

Leu

Ala
225

Trp

Gln

Met

Leu

305

Tyr

Leu

Asn

His

Ser
210

Asp

Glu

Asp

Gly

Gly

290

Lys

Asp

Pro

Glu

Ser
370

<213> Secuencia artificial

<220>

195

Pro

Ile

Arg

Ser

Thr

275

Trp

Gly

Ala

Gly

Asp

355

Thr

Gln

Pro

val

Ser

260

Asn

Glu

Glu

Glu

Ala

340

Tyr

Gly

Phe

Asp

Met

245

Leu

Phe

Ala

Ile

Val

325

Tyr

Thr

Gly

ES 2 528 603 T3

Met

Tyr

230

Asn

Gln

Pro

Ser

Lys

310

Lys

Asn

Ile

Met

Tyr

215

Leu

Phe

Asp

Ser

Ser

295

Gln

Thr

Val

val

Asp
375

200

Gly

Lys

Glu

Gly

Asp

280

5lua

Arg

Thr

Asn

Glu

360

Glu

Ser

Leu

Asp

Glu

265

Gly

Arg

Leu

Tyr

Ile

345

Gln

Leu

Lys

Sar

Gly

250

Phe

Pro

Met

Lys

Lys

330

Lys

Tyx'

Tyr

Ala

Phe

235

Gly

Ile

Val

Tyr

Leu

315

Ala

Leu

Glu

Lys

<223> /nota= “Descripcion de la secuencia artificial: péptido enlazador"

<400> 13

<210> 14
<211> 20
<212> PRT

Tyxr

220

Pro

val

Tyzr

Met

Pro

300

Lys

Lys

Asp

Arg

205

Val

Glu

val

Lys

Gln

285

Glu

Asp

Lys

Ile

Ala
365

Lys

Gly

Thr

val

270

Lys

Asp

Gly

Pro

Thr

350

Glu

His

Phe

val

255

Lys

Lys

Gly

Gly

Val

335

Ser

Gly

Pro

Lys

240

Thr

Leu

Thr

Ala

His

320

Gln

His

Arg

Axrg Ser Phe Glu Phe Cys Ser Arg Arg Tyr Arg Gly Pro Gly Ile His

1

5

Arg Pro Val Ala Thr

20

29

10

15



10

15

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 528 603 T3

<223> /nota= “Descripcion de la secuencia artificial: péptido enlazador"

<400> 14

<210> 15
<211> 366
<212> ADN

Ser Arg Ser Leu Ser Ile Pro Ser Thr Val Pro Arg Ala Arg Asp Pro

1

5

Pro Val Asp Met

<213> Lamos pacos

<400> 15

<210> 16
<211>122
<212> PRT

atggctaacg
agactetceccet
caggctecag
gectattcag
ctgtatetge

gteeagtece

20

tgcagctgaa
gtgcagoecte
gaaaggggcet
actcegtgaa

aaatgaacag

cacgtacgag

tgagtctggg
tggattcacc
cgagtgggte
gggecggtte
cctgacacct

aatacctgee

tectea

<213> Lamos pacos

<400> 16

Met Ala Asn Val Gln
1 5

Gly Gly Ser Leu Arg
20

Ser Tyr Ala Met Ser
35

Trp Val Ser Asp Ile
50

Ser Val Lys Gly Arg
65

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe
70

Asn

Ser

Val

Pro

55

Thr

10

ggaggcttgg
ttecagtaget
tcagatatta

accateteca

gaggacacgg

cectegageco

Glu
10

Cys
25

Arg
10

Ser

Ile

30

Ser Gly Gly Gly

Ala Ala Ser Gly

GIn Ala Pro Gly

Gly Ala Val Lys

Ser Arg Asp Asn

tgcaacctgg
atgctatgag
gtcctagtgg
gagacaacge
gcgaatattt

aggggaccca

€0

75

15

ggggtetetg
ctgggtccge
tgctgtcaag
caagaacaga
ttgtactaaa

ggtcaccgte

Leu Val
Phe Thr
Lys Gly
45

Ala Tyr

Ala Lys

Gln
15

Pro

Phe Ser

30

Leu Glu

Ser Asp

Asn Arg

80

60

120

180

240

300

360

366
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Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Thr Pro Glu Asp Thr Gly Glu Tyr

85

90

95

Phe Cys Thr Lys Val Gln Ser Pro Arg Thr Arg Ile Pro Ala Pro Ser
110

100

105

Ser Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 17
<211> 366
<212> ADN
<213> Lamos pacos
<400> 17

atggctaacg tgeagetgaa
agactctect gtgeagecte
caggctecag gaaagggget
gcctattcag actecegtgaa
ctgtatctgec aaatgaacag

gtecagtece cacgtacgag

120

tgagtctgag
tggatteace
cgagtgggte
gggceggtte
cctgacacet

aatacctgee

ggaggettgg
tteagttegt
tcecgagatta
accateteca

gaggacacgg

cectegagee

tgcaacctgg
atgctatgag
gtcctagtgg
gagacaacge
gegaatattt

aggggaceca

ggggtctetg
ttgggtcege
tgctgtcaag
caagaacaga

ttgtactaaa

ggtcacegtce

60

120

180

240

300

360

tecetea 366

<210> 18

<211> 122

<212> PRT

<213> Lamos pacos
<400> 18

Met Ala Asn Val Gln Leu Asn Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro

Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser

20 25 30

Ser Tyr Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Leu Glu

35 ' 40

Gly Lys

45

Gly

Val Ser Glu Ile Ser Pro Ser Gly Ala Val Lys Ala

50 55 60

Txp Tyr Ser Asp

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Arg

75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Thr Pro Glu Asp Thr €Gly Glu Tyr

31
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Phe Cys Thr Lys Val Gln Ser Pro Arg Thr Arg Ile Pro Ala Pro Ser
100 105 110

Ser Gln Gly Thr Gln Val Thr val Ser Ser
115 120
<210>19
<211> 1149
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> /nota= “Descripcion de la secuencia artificial: acido nucleico que codifica el aglutinante de la SEC ID NO: 16
fusionada a GFP (incluyendo el enlazador)"

<400> 19
atggctaacg tgcagctgaa tgagtotggg ggaggettygg tgeaacctgg ggggtcectcetg 60
agactcteet gtgcagecte tggattcace ttcagtaget atgcectatgag ctgggtecege 120
caggctocag gaaaggggct cgagtgggtce tcagatatta gtectagtgg tgetgtcaag 180
gectattcag actccgtgaa gggecggtte accatcteca gagacaacge caagaacaga 240
ctgtatctge aaatgaacag cctgacacct gaggacacgg gcgaatattt ttgtactaaa 300
gtccagtecce cacgtacgag aatacctgce ccctcgagec aggggaceca ggtcaccegte 360
tcctcaagaa gettegaatt ctgecagtega cggtaccgeyg ggcecgggat ccaccggccg 420
gtecgecacca taggtgageaa gggcegaggag ctgttcaceg gggtggtgec catcetggte 480
gagctggacg gcgacgtaaa cggeccacaag ttcagegtgt ccggocgaggg cgagggegat 540
gecacctacg geaagetgac cctgaagtte atctgcaceca ceggeaaget goeegtgece 600
tggcccacee tcocgtgaccac cctgacctac ggegtgcagt gettcagecg ctaceccgac 660
cacatgaage agcacgactt cttcaagtec gecatgeceqg aaggetacgt ccaggagege 720
accatcttet tcaaggacga cggcaactac aagacecgeg ccgaggtgaa gttocgaggge T80
gacacectgg tgaaccgecat cgagetgaag ggecatcgact tecaaggagga cggceaacate B840
ctggggcaca agetggagta caactacaac agecacaacyg tctatatcat ggeecgacaag 900
cagaagaacg gcatcaaggt gaacttecaag atcegocaca acatcegagga cggeagegtg 960
cagctcgeocyg accactacca gcagaacacc cccatcggeg acggccccgt gectgctgecce 1020
gacaaccact acctgagcac ccagtecgcee ctgagcaaég accccaacga gaagcgcegat 1080
cacatggtec tgotggagtt cgtgacegec gocgggatca ctoteggeat ggacgagetg 1140
tacaagtaa 1149

<210> 20

<211> 382

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> /nota= “Descripcion de la secuencia artificial: enlazador de la SEC ID NO: 16 fusionado a GFP (incluyendo el
32



enlazador)"

<400> 20

Met

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Phe

Ser

Ser

val

145

Glu

Gly

Thr

Thr

His
225

Ala

Gly

Tyr

val

50

Val

Tyr

Cys

Gln

Arg

130

Ser

Leu

Glu

Thr

Tyr

210

Asp

Asn

Ser

Ala

35

Ser

Lys

Leu

Thr

Gly

115

Arg

Lys

Asp

Gly

Gly

195

Gly

Phe

val

Leu

20

Met

Asp

Gly

Gln

Lys

100

Thr

Tyr

Gly

Gly

Asp

180

Lys

Val

Phe

Gln

Arg

Ser

Ile

Arg

Met

85

Vval

Gln

Arg

Glu

Asp

165

Ala

Leu

Gln

Lys

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

70

Asn

Gln

val

Gly

Glu

150

Val

Thr

Pro

Cys

Ser

230

ES 2 528 603 T3

Asn

Ser

val

Pro

55

Thx

Ser

Ser

Thr

Pro

135

Leu

Asn

Tyr

val

Phe

215

Ala

Glu

Cys

Arg

40

Sar

Ile

Leu

Pro

val

120

Gly

Phe

Gly

Gly

Pro

200

Ser

Met

Ser

Ala

25

Gln

Gly

Ser

Thr

Arg

108

Ser

Ile

Thr

His

Lys

185

Trp

Arg

Pro

33

Gly

Ala

Ala

Ala

Arg

Pro

20

Thr

Ser

His

Gly

Lys

170

Leu

Pro

Tyr

Glu

Gly

Ser

Pro

val

Asp

75

Glu

Arg

Arg

Arg

val

155

Phe

Thr

Thr

Pro

Gly
235

Gly

Gly

Gly

Lys

60

Asn

Asp

Ile

Ser

Pro

140

Val

Ser

Leu

Leu

Asp

220

Tyr

Leu

Phe

Lys

45

Ala

Ala

Thr

Pro

Phe

125

val

Pro

val

Lys

val

205

Val

Val

Thr

30

Gly

Tyr

Lys

Gly

Ala

110

Glu

Ala

Ile

Ser

Phe

190

Thr

Met

Gin

Gln
15

Phe

Ser

Asn

Glu

95

Pro

Phe

Thr

Leu

Gly

175

Ile

Thr

Lys

Glu

Pro

Ser

Glu

Asp

Axg

80

Tyr

Ser

Cys

Met

val

160

Glu

Cys

Leu

Gln

Arg
240
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Thr Ile Phe Phe Asn Thr Ala Glu

255

Gly Tyr val

250

Lys
245

Asp Asp Lys

Thr Val Asn Ile

265

Phe Glu Gly Leu Glu

260

Lys Asp Arg Leu Lys Ile

270

Gly

Ile
280

Leu Glu Asn

285

Asp Phe Lys Glu Gly Asn Leu Gly His

275

Asp Lys Tyr

Asn Ser His Asn Val Ile Met Ala Gln Asn

290

Tyr TYyx®

295

Asp Lys

300

Lys Gly

Ile Ile

305

val Phe Ile

315

Glu Val

320

Lys Asn Lys His Asn Ser

310

Arg Asp Gly

Gln Gln Thr

330

Gln Ala His Asn Pro Ile Pro

325

Leu Asp Tyr Gly Asp Gly

335

Thr Gln Ala

350

Leu Ser Ser Leu Ser

345

val Pro Asn His

340

Leu Leu Asp Tyr

Glu His Met Val Leu Glu Phe Val

365

Pro Asn Leu

355

Lys Asp Lys Arg Asp

360

Thr Ala Thr Glu

370

Ala Gly 1le Met Leu

380

Leu
375

Gly Asp Tyr Lys

<210> 21

<211> 1149

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> /nota= “Descripcion de la secuencia artificial: acido nucleico que codifica el aglutinante de SEC ID NO: 18
fusionado a GFP (incluyendo el enlazador)"

10

<400> 21
atggctaacg tgcagctgaa tgagtcectggg ggaggettgg tgcaacctgg ggggtcetetg 60
agactctect gtgeagecte tggakrteace tteagttegt atgetatgag ttgggtecge 120
caggeteocag gaaagggget cgagtgggte tecgagatta gtectagtgg tgetgtcaag 180
gectatteag actecgtgaa gggecggtte accatceteca gagacaacge caagaacaga 240
ctgtatetge aaatgaacag cctgacacet gaggacacgg gegaatattt ttgtactaaa 300
gtececagtece cacgtacgag aatacctgec cecctegagee aggggacceca ggtcacegte 360
tecteaagaa gettegaatt ctgcagtega eggtaccgceg ggcecgggat ccacceggeceg 420
gtcgecacca tggtgagcaa gggogaggag ctgttcaccg gggtggtgec catcctggte 480
gagctggacg gcecgacgtaaa cggccacaag ttcagoegtgt ceggcgaggg cgagggegat 540
gccacctacg gcaagctgac cctgaagttc atctgcacca ccggcaagct geeccegtgece 600

34
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tggcccacce teghtgaccac cctgacctac ggegtgeagt gottecageeg ctacecegac 66C
cacatgaage agcacgactt cttcaagtce gecatgccegqg aaggctacgt ccaggagege 720
accatettet teaaggacga cggecaactac aagacccgeg ccgaggtgaa gttegaggge 780
gacacccetgg tgaaccgcat cgagetgaag ggcatcgact tcaaggagga cggcaacatce B840
ctggggcaca agctggagta caactacaac agccacaacg tctatatcat ggecgacaag 900
cagaagaacg gcatcaaggt gaacttecaag atecegecaca acategagga cggcagegtg 960
cagctegecg accactacca gcagaacacce cccateggeg acggeccegt getgetgece 1020
gacaaccact acctgageac ccagteegec ctgagcaaaq accccaacga gaagegegat 1080
cacatggtcc tgctggagtt cgtgaccgcc gccgggatca ctctcggcat ggacgagctg 1140
tacaagtaa 1149

<210> 22

<211> 382

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> /nota= “Descripcion de la secuencia artificial: aglutinante de SEC ID NO:
enlazador)"

18 fusionado a GFP (incluyendo el

<400> 22

Met Ala Asn Val Gln Leu Asn Glu Ser Gly Leu Val Gln Pro

10

Gly Gly

Ala
25

Ala Phe Thr

30

Gly Gly Leu Ser Ser Phe Ser

20

Ser Arg Leu Cys Gly

Ser Tyr Mat Ser Val Arg Gln Ala Pro Gly Leu Glu

40

Trp Lys Gly

Ala
' 45

35

val Ile Ser Ser Ala Val Ala Ser

50

Glu Pro

55

Ser Gly Lys

60

Trp Tyr Aap

Val Phe

70

Ser Thr Ile Ser Agn Asn

65

Lys Gly Arxg Arg Asp

5

Lys Arg

80

Gln Thr Glu Thr Glu

95

Pro
90

Leu Met

85

Leu Tyr Asn Ser Leu Asp Gly TYyr

Phe Thr val Gln Thr Ile Ala

110

Cys Lys Ser Pro Pro Pro

100

Arg
105

Arg Ser

Gln Thr Gln Val Thr Val

120

Phe
125

Ser Gly Ser Ser Ser Glu Phe

115

Arg Cys

35



Ser

Val

145

Glu

Gly

Thr

Thr

His

225

Thx

Lys

Tyx

Ile

305

GLln

val

Lys

Thr

Arg

130

Ser

Leu

Glu

Thr

Tyr

210

Asp

Ile

Phe

Phe

Asn

290

Lys

Leu

Leu

Asp

Ala
370

Arg

Lys

Asp

Gly

Gly

195

Gly

Phe

Phe

Glu

Lys

275

Ser

val

Ala

Leu

Pro

355

Ala

Tyr

Gly

Gly

Asp

180

Lys

Val

Phe

Phe

Gly

260

Glu

His

Asn

Asp

Pro

340

Asn

Gly

Glu

Asp

165

Ala

Leu

Gln

Lys

Lys

245

Asp

Asp

Asn

Phe

His

325

Asp

Glu

Ile

ES 2 528 603 T3

Gly

Gilu

150

Val

Thr

Pro

Cys

Ser

230

Asp

Thr

Gly

Val

Lys

310

Tyx

Asn

Lys

Thr

Pro

135

Leu

Asn

Tyx

val

Phe

215

Ala

Asp

Leu

Asn

Tyr

295

Ile

Gln

His

Arg

Leu
375

Gly

Phe

Gly

Gly

Pro

200

Ser

Met

Gly

val

Ile

280

Ile

Arg

Gln

Tyr

Asp

360

Gly

Ile

Thr

His

Lys

185

Trp

Axrg

Pro

Asn

Asn

265

Leu

Met.

His

Asn

Leu

345

His

Met

36

His

Gly

Lys

170

Leu

Pro

Tyr

Glu

Tyxr

250

Axg

Gly

Ala

Asn

Thr

330

Ser

Met

Asp

Arg

val

155

Phe

Thr

Thr

Pro

Gly

235

Lys

Ile

His

Asp

Ile

315

Pro

Thr

Val

Glu

Pro

140

val

Ser

Leu

Leu

Asp

220

Tyr

Thr

Glu

Lys

Lys

300

Glu

Ile

Gln

Leu

Leu-

380

Val Ala

Pro Ile

Vval Ser

Lys Phe
190

Val Thr
205

His Met

Val Gln

Arg Ala

Leu Lys
270

Leu Glu
285

Gln Lys

Asp Gly

Gly asp

Ser Ala
350

Leu Glu
365

Tyr Lys

Thr

Leu

Gly

175

Ile

Thr

Lys

Glu

Glu

255

Gly

Tyxr

Asn

Ser

Gly

335

Leu

Phe

Met

val

160

Glu

Cys

Leu

Gln

Arg

240

Vval

Ile

Asn

Gly

val

320

Pro

Ser

Vval
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que se une especificamente al antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA), comprendiendo dicha molécula de acido nucleico una secuencia de acido nucleico que
codifica la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 2 o una secuencia de aminoacidos que se desvia de la SEC ID
N.° por sustituciéon conservadora de uno o mas aminoacidos en la posicion 1 a 28,38 a52,63a98y 115a 123 de la
SEC ID NO: 2.

2. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 1, que comprende o consiste en
(a) la secuencia de acido nucleico de SEC ID N.°:1,15017; 0
(b) una secuencia de acido nucleico degenerado con respecto a la secuencia de acido nucleico de (a).

3. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1 o 2 que comprende ademas una secuencia de acido nucleico
que codifica un marcador peptidico o proteinaceo visualmente detectable.

4. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 3, en la que dicho marcador peptidico o proteinaceo detectable
visualmente es un polipéptido fluorescente, en el que dicho polipéptido fluorescente se separa de dicho polipéptido
que se une especificamente a PCNA por un enlazador de al menos un residuo de aminoacido.

5. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 4, en la que dicho polipéptido fluorescente es GFP, RFP o YFP.

6. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 4 o 5, en la que el polipéptido que se une especificamente al
PCNA se localiza en el extremo N de dicho polipéptido fluorescente.

7. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende o consiste en la
secuencia de acido nucleico de SEC ID N.°°: 9, 11, 19 o0 21 o que codifica una secuencia de aminoacidos que
comprende o que consiste en las SEC ID N.°%: 10, 12, 20 o0 22.

8. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. Una célula huésped que comprende la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7
o el vector de la reivindicacion 8.

10. Un polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

11. Un procedimiento de produccién de un polipéptido de la reivindicacion 10 que comprende cultivar la célula
huésped de la reivindicacion 9 en condiciones adecuadas y aislar el polipéptido producido.

12. Un polipéptido

(a) codificado por la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, que tiene un
colorante fluorescente acoplado al mismo; o

(b) producido por el procedimiento de la reivindicacion 11.

13. Un procedimiento de detecciéon de la cantidad y/o localizacién del PCNA en una célula eucariota viva, que
comprende

a. expresar en dicha célula el polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones 3a 7;y

b. detectar la emision de fluorescencia de la parte fluorescente de dicho polipéptido en la célula tras la excitacion;

en el que la ubicacién de la emision de fluorescencia de la parte fluorescente de dicho polipéptido en la célula es
indicativa de la presencia de PCNA.

14. Un procedimiento de deteccion selectiva de compuestos que tienen un efecto sobre el ciclo celular que
comprende

a. expresar en una célula eucariota el polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de una cualquiera de
las reivindicaciones 3 a 7;

b. poner en contacto la célula con un compuesto de ensayo; y
b. detectar la emision de fluorescencia de la parte fluorescente de dicho polipéptido tras la excitacion;

en el que un cambio en la cantidad y/o ubicacion de la emisién de fluorescencia de la parte fluorescente de dicho
polipéptido en la célula en comparacién con la observada en una célula eucariota de referencia que expresa el
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polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7 y no en
contacto con el compuesto de ensayo es indicativa de que el compuesto tiene un efecto sobre el ciclo celular.

15. Uso del acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, el vector de la reivindicacion 8, la célula
huésped de la reivindicaciéon 9, el polipéptido de la reivindicacién 10 o 12 o producido por el procedimiento de la
reivindicacion 11 en investigacion biomédica o deteccion selectiva de farmacos in vitro.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8A
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Figura 8B
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Figura 10
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Figura 11
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