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DESCRIPCION
OB-Fold usado como estructura para disefio por ingenieria de nuevos agentes de union especificos

La presente invencidon se refiere al campo de la ingenieria de proteinas. Mas especificamente, la invencion
proporciona un medio para obtener moléculas estables que se unan especificamente a una diana seleccionada entre
una amplia diversidad de familias de ligandos.

La mayoria de las proteinas naturales no estan adaptadas a usos terapéuticos o incluso biotecnoldgicos. El reto de
la ingenieria de proteinas es definir modos eficaces y extensivos para el disefio de proteinas nuevas o mejoradas
con las propiedades requeridas. Entre las propiedades abordadas, el reconocimiento de un ligando con alta
especificidad y afinidad es de suprema importancia. Para muchas aplicaciones, se han usado anticuerpos a causa
de extraordinaria adaptabilidad a la unién con muchos tipos diferentes de ligandos, tales como proteinas, péptidos,
acidos nucleicos, azucares, etc. Sin embargo, los anticuerpos o sus fragmentos derivados a menudo son dificiles y
caros de producir a causa de su complejidad molecular y/o su insuficiente estabilidad. Por estas razones,
recientemente se han desarrollado alternativas a los anticuerpos usando proteinas estructurales modificadas por
ingenieria mediante un enfoque de mutaciéon combinatoria/seleccion. El objetivo fue mantener las propiedades
favorables de los anticuerpos, eliminando al mismo tiempo sus desventajas. Se ha informado de las aplicaciones
satisfactorias de esta estrategia (Binz et al., 2005; Mathonet y Fastrez 2004), siendo la inmensa mayoria de las
dianas proteinas y, excepcionalmente, compuestos organicos pequefios.

La presente invencion esta dirigida a proporcionar herramientas para modificar por ingenieria moléculas bien
adaptadas a usos médicos o biotecnolégicos, y capaces de unirse especificamente y con alta afinidad a diversas
dianas, seleccionadas entre acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y cualquier otra molécula bioldgica. Para este
objetivo, los inventores han ensayado la hipétesis de que una estructura proteica particular, llamada plegamiento de
unién a oligonucledtido/oligosacarido (OB-fold), podria modificarse por aleatorizacion de los restos de su cara de
unién, manteniendo al menos parcialmente al mismo tiempo las propiedades biofisicas favorables de la proteina
precursora (es decir, alta estabilidad y eficacia de plegamiento).

El plegamiento de unién a oligonucleétido/oligosacarido (OB-fold), se describié por primera vez por Murzin (Murzin,
1993), se encuentra en todos los reinos y se clasific6 como el 28° plegamiento més representado en un compendio
de 20 genomas (Qian et al., 2001). Este plegamiento, un barril-B de cinco hebras encapsulado con una a-hélice
anfifila, parece adecuado para una amplia diversidad de secuencias. El OB-fold presenta una cara de unién de
lamina-f que confiere diversidad remarcable en los tipos de compuestos que pueden reconocerse: ADNmc, ADNbc,
ARN, oligosacaridos, proteinas, iones metalicos y sustratos cataliticos. Un estudio de varios OB-fold de diferentes
proteinas mostré que el nicleo de unién esta siempre localizado en la misma posiciéon de la cara de unién (Arcus,
2002).

Sac7d tiene una topologia OB-fold (figura 1a) (Agbaek et al., 1998; Gao et al., 1998; Robinson et al., 1998; Su et al.,
2000). Pertenece a una clase de pequefias proteinas cromosémicas de la archaea hipertermofila Sulfolobus
acidocaldarius. Sac7d se une a ADN bicatenario sin ninguna preferencia de secuencia particular, induciendo al
mismo tiempo una aguda torsién en el ADN (Robinson et al., 1998). Se cree que desempefia un papel en la
estabilizacion de la hélice de ADN a alta temperatura de crecimiento de Sulfolobus acidocaldarius (6ptima a 85°C).
Sac7d es extremadamente estable. Es termoestable y se despliega con una T, de 91°C, mantiene un plegamiento
nativo entre pH 0 y 10, y su desnaturalizacion inducida por clorhidrato de guanidinio sucede de forma reversible con
una concentracion de punto medio de 2,8 M de desnaturalizante (McCrary et al., 1996). Contrario a los anticuerpos,
su organizacion molecular es bastante simple. Sac7d es una proteina monomérica pequefia de 66 aminoacidos, con
un dominio estructural (es decir, el OB-fold), y no tiene un enlace disulfuro (McAfee et al., 1995). Se han observado
varias formas truncadas de Sac7d (McAfee et al., 1995). Pueden alcanzarse niveles de sobreproduccion de hasta
10-15 mg de proteina soluble por litro de cultivo en matraz de Escherichia coli (Edmondson y Shriver, 2001).
Estudios estructurales de Sac7d y su homélogo cercano Sso7d de Sulfolobus solfataricus han demostrado que los
dos nucleos proteicos son superponibles y que la union al surco menor del ADN sucede principalmente mediante un
area girada formada por 16 restos (Agback et al., 1998; Gao et al., 1998; Robinson et al., 1998).

Los inventores han explorado la posibilidad de cambiar la especificidad de uniéon de Sac7d por evolucion proteica
dirigida in vitro, a través de la introducciéon de mutaciones aleatorias en varios restos implicados en la unién a
ligando, seguido por una seleccion de variantes que se unen a una diana dada. De forma mas precisa, los
inventores han construido una gran biblioteca de aproximadamente 3x10"? variantes correspondientes a
sustituciones aleatorias de 11 restos de la interfaz de uniéon de SAc7d. Esta biblioteca se ha usado para seleccionar
variantes capaces de unirse a una diana proteica definida, por presentacién en ribosoma. Se obtuvieron
combinaciones de agentes de union para tres dianas proteicas, con afinidades en el intervalo de cien nanomolar. En
un segundo enfoque, los inventores ampliaron el area de unién potencial hasta 13 y 14 restos. Estas nuevas
bibliotecas se usaron para la seleccion sobre una de las dianas previas (PulD-N), y se obtuvieron agentes de union
especifica con afinidad en el intervalo picomolar. Por tanto, los inventores han demostrado que, sorprendentemente,
un agente de unién general a ADN (Sac7d) puede ir evolucionando hacia un agente de unién especifico a proteina
que tiene alta especificidad y afinidad. Esta demostracion proporciona una prueba del principio de que los agentes
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de unién para casi cualquier tipo de ligando pueden obtenerse de Sac7d u otras proteinas OB-fold, por ejemplo
usando los procesos descritos en mas detalle a continuacion.

Un primer aspecto de la presente solicitud describe el uso de una proteina OB-fold, como molécula de partida para
obtener, a través de un enfoque de mutacién combinatoria/seleccién, una molécula que se una especificamente a
una diana, especialmente a una diana a la cual no se une la proteina OB-fold de partida, es decir, a una diana
diferente de la diana de la proteina OB-fold usada como la molécula de partida. A continuacién, la diana de la
proteina OB-fold de partida se llamara la "diana nativa", mientras que la diana usada en la etapa de seleccion se
denominara como "diana de interés". En una realizacion preferida, la diana de interés es de una naturaleza quimica
diferente de la de la diana nativa (por ejemplo, proteina frente a acido nucleico, e idn metalico o azucar frente a
proteina). Un aspecto particular de la presente solicitud describe el uso de una proteina OB-fold que se une de forma
natural a un &cido nucleico, como molécula de partida para obtener, a través de un enfoque de mutacion
combinatoria/seleccion, una molécula que se una especificamente a una diana diferente de un acido nucleico (por
ejemplo, una proteina). El uso de una proteina OB-fold que se una de forma natural a una proteina, como molécula
de partida para obtener, a través de un enfoque de mutacién combinatoria/selecciéon, una molécula que se una
especificamente a una diana no proteica (por ejemplo, un acido nucleico) también es parte de la presente invencion.
Dichas proteinas OB-fold, de acuerdo con la invencion, son proteinas Sac7d y proteinas de su familia como se
describe a continuacion.

"Proteina OB-fold" denomina cualquier polipéptido que comprenda o consista en un dominio que tenga topologia
OB-fold, como se describe por (Murzin, 1993) y (Arcus, 2002). Esta topologia corresponde a una arquitectura que
comprende un barril-3 de cinco hebras encapsulado en un extremo por una hélice-a anfifila. Con referencia a la
clasificacion de estructuras proteicas CATH (Pearl et al., 2003), la topologia OB-fold corresponde a una familia de
plegamiento 2.40.50 (base de datos CATH versién 3.0.0: Publicada en mayo de 2006). Dicha proteina OB-fold
puede ser una proteina nativa (es decir, una proteina aislada, purifica o recombinante que tiene la misma secuencia
que una proteina natural), o una proteina modificada por ingenieria (como, por ejemplo, un fragmento de una
proteina nativa, o una proteina de fusién que comprende un dominio OB-fold de una primera proteina, y otro resto de
otra proteina). Ejemplos no limitantes de proteinas OB-fold que pueden usarse de acuerdo con la invencién son
Sac7d, Sso7d, el dominio N-terminal de SEB (Papageorgiou et al., 1998), la cadena A de la toxina tipo Shiga lle
(PDB 2bosa), el péptido 2 de activacion de neutrofilos humanos (NAP-2, PDB 1tvxA), la proteina de union a
molibdeno (modg) de Azotobacter vinelandii (PDB h9j), el dominio N-terminal de SPE-C (Roussel et al., 1997), la
subunidad Bs de la toxina tipo Shiga de E. coli Shiga (Kitov et al., 2000), Cdc13 (Mitton-Fry et al., 2002), el domino
de unién a ADN por choque frio de la proteina YB-1 de caja Y humana (Kloks et al., 2002), la pirofosfatasa
inorganica de E. coli EPPasa (Samygina et al., 2001), o cualquiera de las proteinas enumeradas en la Tabla 3 del
articulo de (Arcus, 2002), tales como 1krs (Lisil-ARNt sintetasa LysS, E. coli), 1c0aA (Asp-ARNt sintetasa, E. Coli),
1b8aA (Asp-ARNt sintetasa, P. kodakaraensis), 1lylA (Lisil-ARNt sintetasa LysU, E. Coli), 1qugA (proteina de
replicacién A, subunidad de 32kDa, ser humano), 1qugB (proteina de replicacion A, subunidad de 14kDa, ser
humano), 1jmcA (proteina de replicacion A, fragmento de subunidad de 70kDa (RPA70), ser humano), 1otc (proteina
de unién a extremo telomérico, O. nova), 3ullA (proteina de unién a ADNmc mitocondrial, ser humano), 1prtF
(subunidad S5 de toxina pertussis, B. pertussis), 1bcpD (subunidad S5 de toxina pertussis (unida a ATP), B.
pertussis), 3chbD (Toxina colérica, V. cholerae), 1tiiD (toxina inestable al calor, E. coli), 2bosA (Verotoxina-1/toxina
Shiga, pentdmero-B, E. coli), 1br9 (TIMP-2, ser humano), 1an8 (Superantigeno SPE-C, S. pyogenes), 3seb
(Superantigeno SPE, S. aureus), 1aw7A (toxina de sindrome de choque toxico, S. aureus), 1jmc (proteina principal
de choque frio, E. Coli), 1bkb (factor de inicio de la traduccion 5a, P. aerophylum), 1sro (dominio de unién a ARN S1
de PNPasa, E. Coli), 1d7qA (factor de inicio de la traduccion 1, e1F1a, ser humano), 1ah9 (factor de inicio de la
traducciéon 1, IFl, E. Coli), 1b9mA (regulador transcripcional dependiente de ModE, E. Coli), 1ckmA (ARN
guanililtransferasa, virus Chlorella, PBCV-1), 1a0i (ADN ligasa dependiente de ATP, Bacteriéfago T7), 1snc
(nucleasa de estafilococos, S. aureus), 1hjp (subunidad RuvA de ADN helicasa, dominio N-terminal, E. Coli), 1pfsA
(proteina de gen V, bacteriéfago pf3 de Pseudomonas), 1gvp (proteina de gen V, bacteriéfago filamentoso (f1,
M13)), 1gpc (nucleo de proteina de gen 32 (gp32), Bacteriéfago T4), 1wgjA (pirofosfatasa inorganica, S. cerevisiae),
y 2prd (pirofosfatasa inorganica, T. thermophilus). Puede apreciarse que los dominios OB-fold que se originan a
partir de toxinas pueden usarse como moléculas de partida incluso para propédsitos en los que debe evitarse la
toxicidad, ya que mutaciones en su sitio de unién, y por tanto cambios en su especificidad de unién, pueden anular
completamente su toxicidad.

Como se ejemplifica en mas detalle en la siguiente parte experimental, el enfoque de mutacién
combinatoria/seleccion consiste en obtener una biblioteca combinatoria correspondiente a la aleatorizacion de varios
restos elegidos de la proteina OB-fold de partida (especialmente, aleatorizacién de varios restos implicados en la
unioén de la proteina con su ligando nativo), seguido por una seleccioén, en dicha biblioteca, de variantes que tienen
las propiedades deseadas.

Un objeto de la presente invencion es por tanto una biblioteca combinatoria correspondiente a la aleatorizacion de 5
a 32, preferiblemente de 8 a 20, y mas preferiblemente de 11 a 16 restos de la interfaz de unién de la proteina OB-
fold con su ligando nativo, posiblemente combinada con la delecion de 1 a 4 restos y/o la insercién de 1 a 50 restos.
Por supuesto, la "interfaz de unién de una proteina OB-fold" en este documento indica, incluso en casos de
proteinas con multiples dominios de uniéon a diferentes ligadnos, la interfaz entre el dominio OB-fold y el ligando que
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se une a este dominio. Los especialistas en la técnica encontraran en la bibliografia cientifica la informacién
necesaria para identificar los restos implicados en la unién de la proteina OB-fold con su ligando nativo, que a
menudo estan localizados en las laminas-f3, B3, B4 y B5 y en los bucles 1, 3 y 4 del OB-fold (figuras 1by 2).

Las bibliotecas combinatorias de acuerdo con la presente invencién se obtienen con Sac7d de Sulfolobus
acidocaldarius, o con sus homologos (figura 4) tales como Sso7d de Sulfolobus solfataricus. Por supuesto, las
bibliotecas obtenidas con una forma truncada de Sac7d, tales como las descritas por (McAfee et al., 1995), también
son parte de la presente invencion.

Por superposicion de varias secuencias y estructuras 3D de dominios OB-fold usando los sitios web
(http://www.ebi.ac.uk/blast2/index.html) (Lopez et al., 2003), T-COFFEE (http:/iw
ww.ch.embnet.org/software/TCoffee.html) (Notredame et al., 2000) y DALI lite (http://www.ebi.ac.uk/DaliLite/) (Holm y
Park, 2000), los inventores han identificado las posiciones que tienen que modificarse para obtener las bibliotecas de
acuerdo con la presente invencién. Tomando como referencia la secuencia de Sac7d de la SEC ID N° 1, los restos
que pueden aleatorizarse son los siguientes: V2, K3, K5, K7, Y8, K9, G10, E14, T17, K21, K22, W24, V26, G27, K28,
M29, S31, T33, D36, N37, G38, K39, T40, R42, Ad44, S46, E47, K48, D49, A50 y P51.

Aun con Sac7d como referencia, los restos que pueden delecionarse son: A59, R60, A61 y E64.

Una superposicion de estructuras 3D de 10 proteinas o dominios OB-fold (incluyendo Sac7d), usando el sitio web
DALI (http://www.ebi.ac.uk/dali/Interactive.html) (Holm y Sander, 1998), revel6 que este tipo de proteinas tiene
bucles de diversos tamafios, que muy probablemente estan implicados en la unién de ligandos (véase la figura 2).
Esta observacion es coherente con los datos publicados previamente (Arcus, 2002). Como Sac7d es una de las
proteinas que tiene los bucles mas cortos, pueden realizarse de forma ventajosa inserciones aleatorias en dichos
bucles para obtener bibliotecas particularmente adaptadas para la unién de ciertas familias de ligandos. De forma
ventajosa, pueden realizarse inserciones de 1 a 15 restos aminoacidicos en el bucle 3 (identificado en las figuras 1b
y 2), por ejemplo en la region de los restos 25 a 30 de Sac7d, preferiblemente entre los restos 27 y 28, pueden
realizarse inserciones de 1 a 15 restos aminoacidicos en el bucle 4 (identificado en las figuras 1b y 2), por ejemplo
en la region de los restos 35 a 40 de Sac7d, preferiblemente entre los restos 37 y 38, y pueden realizarse
inserciones de 1 a 20 restos aminoacidicos en el bucle 1 (identificado en las figuras 1b y 2), por ejemplo en la region
de los restos 7 a 12 de Sac7d, preferiblemente entre los restos 9 y 10. Para evitar cualquier ambigliedad, en este
documento se especifica que los bucles 3, 4 y 1 identificados en las figuras 1a y 2 corresponden respectivamente a
los bucles 1, 2 y 4 identificados en el articulo de revision de Arcus (supra).

De acuerdo con una realizacion particular de la invencion, la biblioteca combinatoria corresponde a la aleatorizacion
de 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 6 18 restos de Sac7d seleccionados entre K7, Y8, K9, K21, K22, W24, V26, K28, M29,
S31, T33, K39, T40, R42, A44, S46, E47 y K48, por ejemplo 11, 12, 13, 14, 15 6 16 restos seleccionados entre K7,
Y8, K9, K21, K22, W24, V26, K28, M29, S31, T33, K39, T40, R42, A44 y S46.

En una biblioteca combinatoria preferida de la realizacion anterior, los restos aleatorizados comprenden al menos los
restos K7, Y8, K9, W24, V26, M29, S31, T33, R42, Ad44 y S46 de Sac7d. Una biblioteca especifica de acuerdo con
esta realizacién, y denominada en la siguiente parte experimental como "biblioteca 11", corresponde a la
aleatorizacion de los restos K7, Y8, K9, W24, V26, M29, S31, T33, R42, A44 y S46 de Sac7d. En otras bibliotecas
combinatorias de acuerdo con esta realizacién, también se aleatorizan 1, 2 6 3 restos adicionales de Sac7d
seleccionados entre K21, K22 y T40. Otras dos bibliotecas preferidas también descritas en la parte experimental,
son la "biblioteca 13", que corresponde a la aleatorizacion de los restos K7, Y8, K9, K21, K22, W24, V26, M29, S31,
T33, R42, A44 y S46 de Sac7d, y la "biblioteca 14", que corresponde a la aleatorizacién de los restos K7, Y8, K9,
K21, K22, W24, V26, M29, S31, T33, T40, R42, A44 y S46 de Sac7d.

Por supuesto, una biblioteca combinatoria obtenida aleatorizando 11, 12, 13, 14, 15 6 16 restos de Sso7d
seleccionados entre los restos localizados en las posiciones que son equivalentes a las enumeradas anteriormente,
también es parte de la presente invencion. Dichas posiciones equivalentes pueden identificarse usando el archivo
para Sso7d (cadena A) en el banco de datos de proteinas RSCB (Berman et al., 2000) (1bf4A), y comparando su
estructura 3D con la de Sac7d (figura 7a):

Sac7d: 7 8 9 21 22 24 26 28 29 31 33 39 40 42 44 46
1bf4A: 7 8 9 21 22 24 26 28 29 31 33 40 41 43 45 47

Otras proteinas homodlogas a Sac7d también pueden usarse para obtener bibliotecas combinatorias como se ha
descrito anteriormente. Ejemplos de dichas proteinas se describen en la siguiente Tabla.
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NUmero de NUmero de
Nombre Fuente acceso acceso
principal secundario

Sac7d: (proteina 7d de unién a ADN) S”'f?\l'gbB”I_S acid ggg'f;””s P13123 Q4JCli7

Sulfolobus acidocaldarius

Sac7e: (proteina 7e de unién a ADN) NCBI-YP 255071 P13125: Q4JBQ1
Proteina 7 de union a ADN (DBP 7) Sulfolobus tokodaii Q96X56
NCBI: Q96X56

Sulfolobus shibatae

Ssh7b (proteina 7b de unién a ADN) NCBI: BAA28275 059632

Sso7d (proteina 7d de unién a ADN) Sidfﬂ‘é%‘f;ggjt?agicus P39476 P81550
Ssh7a (proteina 7a de union a ADN) S“gcgibgzigg);;ie P61990 05983;10\;?5 170
p7ss (proteina 7a de union a ADN) S”'f?\:‘é%‘j:ssgfgg”cus P61991 059%3;0\'7\/%”70'

Tabla 1: Ejemplos de homdlogos de Sac7d que pueden usarse de acuerdo con la presente invencién

La alineacion de los dominios OB-fold de los homélogos de Sac7d enumerados en la Tabla 1 se muestra en la figura
4.

Otras bibliotecas combinatorias particulares de acuerdo con la presente invencion pueden obtenerse con la toxina lle
tipo Shiga (PDB 1r4pB), por ejemplo aleatorizando 11, 12, 13, 14, 15 6 16 restos seleccionados entre los restos
localizaos en las posiciones que son equivalentes a las enumeradas anteriormente para Sac7d, siendo dichas
posiciones equivalentes (figura 3b) las siguientes:

Sac7d: 7 8 9 21 22 24 26 28 29 31 33 39 40 42 44 46
1r4pB: 60 59 58 9 10 12 14 17 18 20 22 X X 27 29 3

También se describen bibliotecas combinatorias que pueden obtenerse aleatorizando 11, 12, 13, 14, 15 6 16 restos
del Péptido-2 de activacion de neutréfilos (NAP-2, PDB 1tvxA), donde dichos restos se seleccionan entre los restos
localizados en las posiciones que son equivalentes a las enumeradas anteriormente para Sac7d. Estas posiciones
equivalentes, obtenidas por comparacion de la estructura 3D de dicha proteina con la de Sac7d (figura 3c), son las
siguientes:

Sac7d: 7 8 9 21 22 24 26 28 29 31 33 39 40 42 44 46
1tvxA: 25 26 27 40 41 43 45 54 55 57 59 61 63 65 67 69

También se describen bibliotecas combinatorias que pueden obtenerse con la proteina de unién a molibdeno (modg)
de Azotobacter vinelandii (PDB 1h9j), por ejemplo aleatorizando 11, 12, 13, 14, 15 6 16 restos seleccionados entre
los restos localizados en posiciones que son equivalentes a las enumeradas anteriormente para Sac7d, donde
dichas posiciones equivalentes (figura 3d) son las siguientes:

Sac7rd: 7 8 9 21 22 24 26 28 29 31 33 39 40 42 44 46
1h9jA: 60 61 62 86 87 89 91 93 94 96 98 105 106 108 110 112

La presente invenciéon también se refiere al uso de una biblioteca combinatoria como las descritas anteriormente,
para modificar por ingenieria una molécula que se una especificamente a una diana. En el presente texto, una
molécula se considera un agente de unién "especifico" de una diana, si se une al mismo con una proporciéon de
sefial a ruido superior a 10. Una molécula de uniéon que se modifica por ingenieria usando una biblioteca
combinatoria de acuerdo con la invencion se une preferiblemente a su diana (también llamada "diana de interés")
con una alta afinidad, es decir, con una afinidad mejor de 10 nM cuando la diana es un péptido o una proteina, y
mejor de 1 uM cuando la diana es una molécula de carbohidrato, por ejemplo.

Otro objeto de la invencién es un proceso para obtener una molécula que se una especificamente a una diana, que
comprende una etapa de seleccidn, en una biblioteca combinatoria como la descrita anteriormente, de aquellas
variantes de dicha proteina OB-fold que se unen especificamente a dicha diana. Por "variante" en este documento
se entiende una proteina que pertenece a la biblioteca, es decir, una proteina que se obtiene de la proteina OB-fold
de partida por mutaciones en su sitio de union.

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los intereses de la presente invencién es que posibilite modificar por
ingenieria una molécula que se una especificamente a una diana de interés, casi sin ninguna limitacién respecto a
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su diana. Por ejemplo, la diana de interés puede ser un péptido, una proteina, un oligosacarido, un lipido, un
lipopéptido, un carbohidrato (por ejemplo, un azucar), un ADN monocatenario, un ADN bicatenario, un ARN. De
forma interesante, la diana de interés puede ser una molécula pequefia natural o sintética, limitada a unos pocos
atomos, o incluso a solamente un atomo. Ejemplos de dichas moléculas pequefias incluyen cualquier tipo de
hapteno (es decir, moléculas pequefias que pueden provocar una respuesta inmune solamente cuando estan unidas
a un vehiculo grande), vitaminas, o iones metalicos. La amplia diversidad de moléculas que puede usarse como
dianas es especialmente interesante, ya que las proteinas OB-fold que se unen a estas dianas pueden usarse para
las mismas aplicaciones que las ya conocidas para los anticuerpos, o para diferentes aplicaciones. Por ejemplo, las
proteinas OB-fold obtenidas de acuerdo con la presente invencidon y que se unen a iones metalicos pueden usarse
en procesos de biorremediacion, por ejemplo para eliminar metales pesados de un material complejo tal como suelo
0 agua contaminada.

Los especialistas en la técnica pueden usar cualquier técnica de la técnica para realizar la etapa de seleccion del
proceso de acuerdo con la invencién y/o para realizar la etapa de seleccion para obtener una proteina con una
propiedad deseada. Las técnicas de seleccion puede ser, por ejemplo, presentacion en fagos (Smith, 1985),
presentacion de ARNm (Wilson et al., 2001), presentacidon bacteriana (Georgiou et al., 1997), presentacion en
levaduras (Boder y Wittrup, 1997) o presentacion en ribosoma (Hanes y Pluckthun, 1997).

La presentacidon en ribosoma es particularmente ventajosa para realizar la etapa de seleccion, ya que se realiza
completamente in vitro y por tanto esquiva muchas limitaciones de los sistemas in vivo (especialmente respecto al
tamafio de la biblioteca) (He y Taussig, 2002; Schaffitzel et al., 1999). Los especialistas en la técnica encontraran en
la siguiente parte experimental, asi como en los articulos de He and Taussig (2002), y Schaffitzel et al. (1999), o en
otros articulos y manuales, protocolos para realizar presentacion en ribosoma.

En una realizacion preferida del proceso de la invencion, se realizan 2, 3, 4 6 5 rondas de seleccioén por presentacion
en ribosoma.

Como se describe en la parte experimental, el proceso de acuerdo con la invencion también puede comprender una
etapa adicional de aislamiento y caracterizacion de una o varias moléculas que se unen especificamente a la diana
de interés. Por ejemplo, las etapas de aislamiento y caracterizacién pueden realizarse del siguiente modo:

(i) se transcriben de forma inversa ARNm de una combinacion seleccionada por presentacién en ribosoma y se
amplifican por PCR, y los ADN resultantes se clonan en vectores de expresion;

(ii) se transforman bacterias (por ejemplo, DH5a competentes) por dichos vectores de expresiéon (que comprenden
dichos ADN) y se cultivan clones individuales; y

(iii) se ensayan proteinas extraidas de dichos clones bacterianos para su unién a la diana y/u otras propiedades
bioldgicas (tales como estabilidad y similares).

Los clones que expresan las proteinas que tienen las mejores propiedades después pueden cultivarse para producir
cantidades mayores de proteinas. La secuencia codificante de la proteina modificada por ingenieria puede
determinarse secuenciando la parte pertinente del vector de expresion, y el gen que codifica esta proteina también
puede usarse para modificar por ingenieria adicionalmente la proteina. De hecho, puede ser ventajoso usar un
agente de unién obtenido a través de un proceso de acuerdo con la invencion para construir proteinas
multifuncionales que tengan al menos un resto dirigido y otro resto con actividad catalitica, fluorescente, enzimatica
o cualquier otro tipo de actividad. Esto puede hacerse, por ejemplo, a través de la construccion de una proteina de
fusion que comprenda, como primer resto, la molécula aislada y caracterizada, y al menos un segundo resto. Este
segundo resto puede seleccionarse ventajosamente entre enzimas, marcadores o proteinas indicadoras (tales como
PhoA, GFP y similares), proteinas terapéuticas, etc. De acuerdo con una variante del proceso de la invencion, se
unen varios agentes de unién juntos (en una proteina de fusion, o a través de enlaces no covalentes), para construir
fusiones o complejos con multiples especificidades de union.

Otros objetos de la invencién son proteinas obtenidas a través de un proceso como el descrito anteriormente. En
particular, se describen proteinas que se unen especificamente a PulD, y que tienen una secuencia seleccionada
entre las SEC ID N° 2 a 8, asi como el agente de unioén a GarA de la SEC ID N° 47, que es un objeto de la invencion.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos.

Leyendas de las figuras

Figura 1: a) representacion esquematica de Sac7d de tipo silvestre en complejo con ADN bicatenario (cédigo PDB
1azp). b) Restos que participan en la unién al ADN. El drea concava se define con restos coloreados en gris claro, el
area plana con aquellos coloreados en gris medio y oscuro. Los restos en el limite entre las regiones del area de
union estan coloreados en gris medio.



10

15

20

25

30

35

40

ES 2536 509 T3

Figura 2: Representacion esquematica de los bucles 1, 3 y 4 de diversos dominios OB-fold. Los archivos de
estructura PBD de RSCB usados para realizar esta superposicion son los siguientes: _1azp (es decir, Sac7d), 1tvxA,
1dokA, 1bqq, 1esp, 3seb, 1br9, 2bosA, 1bf4A y 1qugB. Por motivos de claridad de la figura, solamente se representa
la estructura de Sac7d.

Figura 3: Representacion esquematica y superposicion con Sac7d de a) Sso7d (archivo de estructura: Ibf4); b) toxina
lle tipo Shiga (archivo de estructura: 2bosa); c) Péptido-2 de activacion de neutroéfilos humanos (NAP-2, archivo de
estructura: 1tvxA); d) Proteina de unién a molibdeno (modg) de Azotobacter vinelandii (archivo de estructura: 1h9j).
Nota bene: para proteinas que comprenden dominios adicionales diferentes del dominio OB-fold, se muestra
solamente el dominio OB-fold en la figura. Las superposiciones de estructura se obtuvieron usando los servidores
DALI y DALI Lite. La secuencia de proteinas, con su numeracion en el archivo NCBI, se muestra en la siguiente
Tabla 2.

Nombre |Archivo ref.|Fuente Secuencia

Sac7d 1azp NCBI: AAA80315 MVKVKFKYKGEEKEVDTSKIKKVWRVGKMVS
FTYDDNGKTGRGAVSEKDAPKELLDMLARAE
REKK (SEC ID N° 1)

Sso7d 1bf4 NCBI: P39476 MATVKFKYKGEEKEVDISKIKKVWRVGKMIS
FTYDEGGGKTGRGAVSEKDAPKELLQMLEKQ
KK (SEC ID N° 28)

Toxina  |1rdpb NCBI: CAA90631 MKKMFMAVLFALVSVNAMAADCAKGKIEFSK

lle YNEDDTFTVKVDGKEYWTSRWNLQPLLQSAQ
LTGMTVTIKSSTCESGSGFAEVQFNND (SEC ID
N° 29)

NAP2 |1tvxA NCBI: CAG33086 MSLRLDTTPSCNSARPLHALQVLLLLSLLLT

ALASSTKGQTKRNLAKGKEESLDSDLYAELR
CMCIKTTSGIHPKNIQSLEVIGKGTHCNQVE
VIATLKDGRKICLDPPAPRIKKIYQKKLAGD
ESAD (SEC ID N° 30)

Modg | 1h9] NCBI: CAA90038 MKISARNVFKGTVSALKEGAVNAEVDILLGG
GDKLAAVVTLESARSLQLAAGKEVVAVVKAP
WVLLMTDSSGYRLSARNILTGTVKTIETGAV
NAEVTLALQGGTEITSMVTKEAVAELGLKPG
ASASAVIKASNVILGVPA (SEC ID N° 31)

Tabla 2: Secuencias de proteinas que se han usado para obtener las superposiciones mostradas en la figura 3. Los
fragmentos de secuencia en cursiva corresponden a las secuencias usadas de forma eficaz en el archivo de
estructura usado para determinar las posiciones que podrian mutarse ventajosamente de forma aleatoria. Dichas
posiciones de mutacion estan en negrita.

Figura 4: Alineacién de los dominios OB-fold de varios homdlogos de Sac7d.

Figura 5: Sintesis génica de las secuencias mutadas que codifican Sac7d. Las posiciones aleatorizadas para la
biblioteca 11 estan marcadas en negro. Las posiciones aleatorizadas adicionales para la biblioteca 14 estan
marcadas en gris. Los oligonucleétidos usados se representan con flechas delgadas (véase el texto para sus
secuencias). Las flechas grandes corresponden a la secuencia codificante de Sac7d (sin el enlazador TolA C-ter).

Figura 6: a) RIA (radioinmunoensayo) después de cuatro rondas de seleccion con la biblioteca 11 frente a Dnak,
PulD-N y GarA. Las combinaciones de selecciones se tradujeron in vitro en presencia de metionina ¥g y se
seleccionaron para la unién a DnaK, PulD-N o GarA inmovilizados en una placa ELISA. Después de lavado y elucién
con trietanolamina 0,1 M, se estimaron las cantidades de agentes de unién con un contador 3. Se realizaron
competiciones en paralelo con pre-incubaciéon de combinaciones traducidas con proteinas libres a concentraciones
de 1 uM y 10 yM. b) Seleccidon de agentes de union anti-PulD-N después de la ronda 4. c) Ensayo de las
especificidades de unién para seis agentes de unién anti-PulD-N por ELISA. Se compararon las interacciones entre
los agentes de unién y DnaK, PulD-N, GarA y BSA inmovilizados.

Figura 7: RIA después de cinco rondas de seleccion con las bibliotecas 11, 13 y 14 frente a PulD-N. Las
combinaciones de selecciones se tradujeron in vitro en presencia de metionina ¥g y se ensayaron para la unién a
DnaK, PulD-N, GarA o BSA inmovilizados en una placa ELISA. Después de lavado y elucidon con trietanolamina 0,1
M, se estimaron las cantidades de agentes de unién con un contador (3. Se realizaron competiciones en paralelo con
pre-incubaciéon de combinaciones traducidas con PulD-N libre a 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1000 nM. Se us6é BSA como
control negativo para la unién combinaciones (sin competicion hecha).

Figura 8: Secuencias de ocho agentes de unién seleccionados frente a PulD-N. La secuencia de Sac7d de tipo
silvestre se muestra en la parte superior de la figura. Los restos comunes a Sac7d de tipo silvestre y los agentes de
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uniéon se representan por un punto. Las posiciones que se programaron en el esquema de sustitucion estan
resaltadas en gris.

Figura 9: Analisis de expresion y purificacion de ocho agentes de unién seleccionados. Las proteinas se cargaron en
un SDS-PAGE al 15% tefiido con azul brillante de Coomassie. a) Extracto crudo de E. coli después de expresion a
30°C. Las células se recogieron después de 19 horas de incubacién con IPTG 0,5 mM y se lisaron en tampon de
carga. b) Fracciones solubles de extractos crudos antes de purificacion de los agentes de union. c) Agentes de union
purificados después de purificacion por IMAC (cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados) de una
etapa de la fraccion soluble del extracto crudo de E. coli. Todas las muestras cargadas fueron equivalentes a 13 pl
de cultivo liquido.

Figura 10: Determinaciéon de afinidad del clon 6 usando analisis SPR (resonancia de plasmén superficial). a) Se
realizé la cinética de unidn usando un BlAcore. Se inmoviliz6 PulD-N biotinilado (250 UR) en un chip de
estreptavidina y se inyecté el clon 6 a 50 nM, 25 nM, 12,5 nM, 6,25 nM, 3,13 nM y 1,56 nM. Se uso6 una celda de
flujo sin PulD-N inmovilizado para controlar que no sucedia unién especifica y se sustrajo la sefal de la celda a la
obtenida de la celda de medicién. Se usé el software BlAevaluation para analizar los datos con un procedimiento de
ajuste global. b) También se midié la afinidad en equilibrio usando BlAcore de competicion. Los parametros
determinados a partir de ambos enfoques se presentan en la Tabla 3.

Figura 11: Estabilidades térmicas de proteinas recombinantes Sac7d de tipo silvestre y variantes determinadas por
calorimetria de exploracion diferencial. La absorcion de calor en exceso de wt Sac7d, clon 40, clon 33, y clon 6, se
presentan a 1°C/min a una concentracion de proteina de 200 pg/ml en tampén MES 50 mM pH 5,6 con NaCl 300
mM. Para cada muestra de proteina, la curva de capacidad calorifica en exceso experimental (linea gruesa) se
ajustd mejor a un modelo no de dos estados (linea delgada) por regresion no lineal. Los parametros termodinamicos
resultantes se dan en la Tabla 4.

Figura 12: a) Transferencia de Western para la deteccion de PulD-N mezclado con extracto crudo de E. coli usando
la fusion clon 6-fosfatasa alcalina. b) Purificacion de una etapa de PulD-N con clon 6 inmovilizado en una columna.
La fraccién soluble de un extracto de E. coli que contenia PulD-N se inyecté en la columna equilibrada con tampoén
HBS pH 7,0. Después del lavado, el pH se disminuyé hasta 2,5 con un tampodn glicina-HCI. Las fracciones se
analizaron en un SDS-PAGE al 15% y se tifieron con azul brillante de Coomassie. CE: extracto celular; PulD-N:
proteina pura usada como marcador; Fracciones: fracciones eluidas de la columna después de cambio a pH acido;
FT: flujo continuo.

Figura 13: Unién de Sac7*40, Sac7*33, y Sac7*6 a envueltas celulares aisladas y a dodecameros de PulD (PulDD) y
monémeros de PulD (PulDM). (A) Se incubaron cantidades crecientes de envuelta celular de la cepa PAP105 que
producia PulD y PulS o PulD-CS y PulS con Sac7*40-GFP, y después se analizé la fraccion de membrana por SDS
e inmunotransferencia con anticuerpos contra GFP. (B) Transferencia de Far-Western de las cantidades indicadas
de proteinas de envuelta celular de las mismas cepas usando las tres quimeras Sac7*-PhoA y anticuerpos contra
PhoA.

Figura 14: Produccion de quimeras Sac7-PhoA con y sin induccién por IPTG y sus efectos sobre la secrecion y
multimerizacion de PulD en cepa PAP5198 deficiente en proteasa de envuelta que porta pCHAP231. (A) Niveles de
Sac7-PhoA detectados por inmunotransferencia (con anticuerpo contra PhoA) de la misma cantidad de extracto
celular. (B) Niveles de secrecion (%) y presencia de dodecdmeros de PulD (PulDD) y monémeros de PulD (PulDM)
detectados por inmunotransferencia de extractos celulares tratados con fenol y no tratados con anticuerpos contra
PulD. Las flechas indican PulDM detectado sin tratamiento con fenol. S indica Sac7d-PhoA. (C) Como en B, pero sin
induccion con IPTG.

Figura 15: PCR realizada sobre ADNc obtenido de ARNm, eluidos durante el ciclo n° 4 (véase la Figura 19, fase RT-
PCR).

Figura 16: Radioinmunoensayos competitivos realizados después de cinco ciclos de seleccion anti-PKnG y anti-
lisozima.

Figura 17: Seleccion por ELISA de clones anti-lisozima (A), anti-PKnG (B) y anti-GarA (C) obtenidos después de 5
ciclos de seleccion.

Figura 18: Secuencias del clon anti-lisozima obtenidas después de cinco ciclos de seleccion.
Figura 19: Alineacién de un agente de unién a GarA con Sac7d.
Figura 20: ELISA de competicion después de la 42 ronda de seleccion frente al fragmento Fc.

Figura 21: Representacion esquematica de una ronda de seleccién por presentacion en ribosoma.
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Ejemplos
Los siguientes datos experimentales se han obtenido usando el material y los métodos descritos a continuacion.

Materiales y métodos

Biologia molecular general

Las enzimas y tampones fueron de New England Biolabs (EEUU) o Fermentas (Lituania). Los oligonucleétidos
fueron de MWG Biotech (Alemania). Todas las PCR (reacciones en cadena de la polimerasa) se realizaron usando
polimerasa Vent si no se indica en el texto. El vector de clonaciéon y expresion para Sac7d de tipo silvestre y
mutantes seleccionados fue pQE30 de Qiagen (Alemania).

Sintesis del ADN que codifica Sac7d de tipo silvestre

La secuencia de ADN de Sac7d de tipo silvestre se generé por PCR de ensamblaje usando los siguientes seis
oligonucledtidos: SC1 (SEC ID N° 9: GAAACTCCTAGGTATTGTGCTGACGACCCCGATCGCGATCTCTAGCTTTGC
GGTGAAAGTGAAATT), SC2 (SEC ID N° 10: GATCTTGCTGGTGTCCACTTCTTTTTCTTCGCGCAAAGCTAG),
SC3 (SEC ID N° 11: GAAGTGGACACCAGCAAGATCAAGAAAGTTTGGCGTGTGGGCAAAATGGTGAGCTTTACCT
ACGACGACAACGGCAAG), SC4 (SEC ID N°12: CTCTTTCGGGGCATCTTTCTCGCTCACGGCGCCACGGCCGGT
CTTGCCGTTGTCGTCGTA), SC5 (SEC ID N° 13: GAGAAAGATGCCCCGAAAGAGTTATTAGATATGTTAGCGCGT
GCGGAAAGCTTCAACCA), SC6 (SEC ID N° 14: TGGTGGTTGAAGCTTTCCGCACG). El producto purificado de
PCR sirvi6 como molde para una segunda amplificacion por PCR usando los dos siguientes cebadores: SC07 (SEC
ID N° 15: ATTAATGGTACCGGATCCGTGAAAGTGAAATTTAAATATAAAG) y SC08 (SEC ID N° 16
ATAATTGAGCTCTAAGCTTTTTTTCACGTTCCGCACGCGCTAACATATC). El producto de PCR se clon6 en el
vector de expresion pQe30 usando los sitios de restriccion BamHI y Hindlll. Se us6 un clon con la secuencia
esperada para posteriores expresiones.

Generacion de bibliotecas combinatorias

El protocolo fue el mismo para la generacion de las tres bibliotecas 11, 13, 14 en un formato compatible con la
presentacion en ribosoma. Las bibliotecas se construyeron principalmente por etapas de sintesis génica y
ensamblaje por PCR. Con una PCR de una etapa usando una combinacién de cuatro oligonucleétidos
convencionales y tres degenerados que codifican tripletes NNS (donde N=A, C, T o G, y S=C o G), se obtuvo un
producto de ADN que incluia la regién 5'-flanqueante necesaria para la presentacion en ribosoma y el gen
aleatorizado de Sac7d. Para la biblioteca 14, se usaron los siguientes oligonucleétidos: T7C (SEC ID N° 17:
ATACGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTC), SDA_MRGS (SEC ID N° 18:
AGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATATCCATGAGAGGATCG),
SClib1 (SEC ID N° 19: GGAGATATATCCATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCCGTCAAGGTGAA
ATTC), SCIib2 (SEC ID N° 20: GGATCCGTCAAGGTGAAATTCNNSNNSNNSGGCGAAGAAAAAGAAGTGGACACT
AGTAAGATC), SCIib3 (SEC ID N° 21: CTTGCCGTTGTCGTCGTASNNAAASNNCACSNNTTTGCCSNNACGSNNAA
CSNNSNNGATCTTACTAGTGTCCACTTC), SClib4 (SEC ID N° 22: TAATAACTCTTTCGGGGCATCTTTCTCSNNC
ACSNNGCCSNNGCCSNNCTTGCCGTTGTCGTCGTA), SClib5 (SEC ID N° 23: CCATATAAAGCTTTTTCTCGCGTT
CCGCACGCGCTAACATATCTAATAACTCTTTCGGGGCATC). Se usaron cebadores que codifican tripletes de tipo
silvestre en lugar de tripletes NNS en las posiciones correspondientes a los restos 21, 22 y 40, o al resto 40 en
Sac7d para la construccion de las bibliotecas 11 y 13, respectivamente.

Con el propésito de que la proteina presentada en el ribosoma sea accesible a ligandos potenciales, la proteina
tiene que fusionarse a un enlazador. La secuencia del enlazador, correspondiente a una parte de la proteina de E.
coli TolA, codificada en el vector pRDV plasmidico (Binz et al., 2004a), se amplificé por PCR usando los cebadores
SClink (SEC ID N° 24: GCGGAACGCGAGAAAAAGCTTTATATGGCCTCGGGGGCC) y tolAk (SEC ID N° 25:
CGGCACACCAGTAAGGTGTGCGGTTTCAGTTGCCGCTTTCTTTCT) (codificando el ultimo la regién 3'-flanqueante
necesaria para la presentacion en ribosoma). Finalmente la biblioteca se ensamblé con el enlazador tolA mediante
ensamblaje por PCR usando los cebadores tolAk y T7B (SEC ID N° 25: ATACGAAATTAATACGACTCACTATAGGG
AGACCACAACGG). El producto de ensamblaje final correspondia a una biblioteca de Sac7d con todas las regiones
5' y 3' necesarias para su uso para selecciones de presentacion en ribosoma como se ha descrito previamente
(Hanes et al., 1998; Schaffitzeletal., 1999).

Rondas de seleccién de presentacion en ribosoma

Para experimentos de seleccion, se usaron proteinas diana biotiniladas. La biotinilacién se realizé por incubacion de
una solucién 10 uM de DnaK, GarA o PulD-N con un exceso molar de 20 veces de sulfosuccinimidil-6-(biotinamido)
hexanoato (Sulfo-NHS-LC-LC-Biotina, Pierce) en PBS en hielo durante 1 h. A las proteinas biotiniladas se les
intercambié el tampdn usando columnas de centrifugacion de desalacion de proteinas de Pierce equilibradas en
TBS. El grado de biotinilacién se determiné usando el ensayo HABA (Sigma) de 2 a 3 moléculas de biotina por
molécula de proteina. Las proteinas diana biotiniladas se unieron a neutravidina inmovilizada en una placa Maxisorp
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(Nunc) y se realizaron selecciones por presentacion en ribosoma a 4°C esencialmente como se ha descrito (Binz et
al., 2004b) con algunas modificaciones. En resumen, después de cada ronda de seleccién se transcribié de forma
inversa el ARNm eluido a ADNc y se amplifico los cebadores SDA_MRGS y SCIib5. El producto de PCR se desald
en una columna Nuclespin Extractll (Macherey-Nagel) y se usé para una ensamblaje por PCR con el fragmento de
ADN enlazador TolA (véase anteriormente). Esto generd una construccion de presentacion en ribosoma de longitud
completa con regiones 5'- y 3'-flanqueantes recién afiadidas para minimizar la pérdida de clones debido a la
degradacion de los extremos de ARNm durante su manipulacion. La cantidad de ciclos de RT-PCR fue 35 ciclos
(ronda 1), 30 ciclos (ronda 2), 30 ciclos (ronda 3), 25 ciclos (ronda 4). En la ronda cinco, la presién de seleccion se
aumenté usando seleccion por disociacion como se ha descrito (Jermutus et al., 2001). Para esta seleccion, se
afnadieron 10 nM de PulD-N biotinilado a la traduccion detenida de la combinacion de la ronda 4. La mezcla se
equilibré 1 h a 4°C y se afiadié PulD-N no biotinilado a una concentracion final de 10 uM (exceso de 1000 veces
sobre PulD-N biotinilado). Después de 2 h de incubacién a 4°C con agitacion, los complejos ternarios (ARNm-
ribosoma-agente de unién) unidos a PulD-N biotinilado se capturaron con 30 ul de perlas recubiertas con
estreptavidina magnéticas (Roche) 15 min a 4°C. Las perlas se lavaron y se aislé el ARNm como para las primeras
cuatro rondas. La cantidad de ciclos de RT-PCR fue 35 para la 5% ronda de seleccion. Los progresos de las
selecciones se comprobaron controlando las cantidades de productos de RT-PCR de una ronda a otra.

Analisis de combinaciones seleccionadas y clones aislados

Después de cuatro o cinco rondas, las combinaciones seleccionadas se ensayaron por RIA (radioinmunoensayo)
como se ha descrito (Hanes et al., 1998) usando directamente proteina diana recubierta en una placa Maxisorp y
usando de 1 nM a 10 uM de proteina diana libre como competidor.

Los productos de RT-PCR de las combinaciones seleccionadas se clonaron en el vector pQE30 usando los sitios de
restriccion BamHI y Hindlll y los ligamientos resultantes se usaron para transformar la cepa DH5a de E. coli. Los
clones se picaron de la placa Petri para inocular una placa de pocillo profundo que contenia 1,5 ml de medio LB por
pocillo (100 pg/ml de ampicilina, glucosa al 1%). Después de cultivo durante una noche a 37°C con agitacion a 250
rpm, se usaron 0,2 ml de cada pocillo de esta placa maestra para inocular otra placa de pocillo profundo que
contenia 1,3 ml de medio 2YT (100 ug/ml de ampicilina) por pocillo. La placa después se incubd a 37°C durante 1 h
con agitacién (250 rpm). La expresién se indujo con la adicion de IPTG 0,5 mM e incubacion a 30°C durante 4 h con
agitacion (250 rpm). Las células se sedimentaron con una etapa de centrifugacion (2250 g) y se descartaron los
sobrenadantes. Las proteinas se extrajeron con 50 pl de BugBuster (Novagen) por pocillo con agitacion a 250 rpm
durante 30 min, después se afiadieron 250 ul de TBS pH 7,4 (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM). Los desechos
celulares se sedimentaron con una etapa de centrifugacién (2500 g). Para seleccion por ELISA (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas), se usaron 100 pul de cada sobrenadante para ensayar la unién en proteinas
diana recubiertas en una placa Maxisorp. La deteccion se realizé usando el conjugado de anticuerpo RGS His con
HRP (Qiagen) que detecta solamente la marca RGS-(His)s de agentes de unién y no la marca (His)s de proteinas
diana y sustrato BM-Blue de Roche. Todas las etapas de incubacién se realizaron en TBS pH 7,4 con Tween 20 al
0,1%. Los clones positivos se secuenciaron por técnicas convencionales de secuenciacion.

Produccion de proteinas para seleccion por SPR (resonancia de plasmoén superficial)

Para realizar la seleccidon de agentes de unién en base a su tiempo de disociacion de PulD-N, se expresaron clones
en un cultivo a escala de 5 ml (cepa DH5a de E. coli). Se usaron quinientos microlitros de un precultivo durante una
noche (medio LB, 100 pg/ml de ampicilina, glucosa al 1%, 37°C) en pocillo profundo para inocular 4,5 ml de cultivo
(2YT, 100 pg/ml de ampicilina, 37°C) en pocillo profundo. La expresion se indujo a DOggo = 1,0 mediante la adicion
de IPTG 0,5 mM y los cultivos se incubaron durante 19 h a 30°C (250 rpm). Las células se recogieron por
centrifugacién (2500 g) y las proteinas se extrajeron en pocillos profundos por resuspension de células en 0,5 ml de
TBS pH 7,4 que contenia imidazol 25 mM, BugBuster y Benzonase (Novagen). Después de 1 h de agitacion a 4°C el
pocillo profundo se centrifugé para sedimentar los desechos celulares. Los sobrenadantes se purificaron en
microcolumnas de centrifugacion que contenian 100 pl de Sepharose quelante Ni-Fast Flow (General Electric)
equilibradas con TBS pH 7,4 que contenia imidazol 20 mM. La resina se lavd 4 veces con el tampdn de carga y las
proteinas purificadas se eluyeron con 400 pl de TBS pH 7,4 e imidazol 250 mM.

Produccién de proteinas y purificacion de agentes de unién y Sac7d de tipo silvestre

Para experimentos Biacore y de microcalorimetria, los agentes de unidn se expresaron en la cepa DH5a de E. coli
en una escala de 1 litro y se purificaron como se describe a continuacion. Se usaron cincuenta mililitros de un
precultivo durante una noche (medio LB, 100 pg/ml de ampicilina, glucosa al 1%, 37°C) para inocular 1 litro de
cultivo (2YT, 100 pg/ml de ampicilina, 37°C). La expresion se indujo a DOggo=1,0 mediante la adicién de IPTG 0,5
mM y los cultivos se incubaron durante 19 h a 30°C (250 rpm). Las células se recogieron por centrifugacion y se
resuspendieron en 30 ml TBS de pH 7,4 a 30°C que contenia imidazol 256 mM. Las células se lisaron con un
homogeneizador Avestin Emulsiflex y los desechos celulares se desecharon con una etapa de centrifugacién. Las
proteinas se purificaron en una columna quelante HiTrap de 5 ml equilibrada con TBS pH 7,4 que contenia imidazol
25 mM. Se realiz6 elucion con TBS pH 7,4 e imidazol 250 mM. Las proteinas se purificaron adicionalmente por
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cromatografia por exclusién de tamafio sobre una columna de filtracion en gel Superdex 75 26/60 (GE Healthcare)
equilibrada con HBS pH 7,0 (HEPES 20 mM, NaCl 150 mM). La filtracion analitica en gel se hizo en un sistema
SMART (GE Healthcare) usando una columna Superdex 75 3,2/20 equilibrada con HBS pH 7,0 (60 pl/min, 50 ul de
muestra inyectados). Se usaron BPTI (6,5 kDa), ribonucleasa A (14,6 kDa), quimotripsinogeno A (20,3 kDa),
ovalbumina (46,7 kDa) y albdmina (62,9 kDa) como patrones de peso molecular de calibracién de filtracion en gel.

Resonancia de plasmén superficial

La SPR se midi6 usando un instrumento BlAcore 2000 a 25°C. Se preparé PulD biotinilado como para las
selecciones por presentacion en ribosoma y se inmovilizé en celdas de flujo de un SA-chip. Las densidades de PulD-
N biotinilado inmovilizado para las mediciones cinéticas, y para las mediciones de inhibicién fueron 200 UR y 800 UR
(chip saturado), respectivamente. El tampoén de procesamiento fue HBST pH 7,0 (HEPES 20 mM, NaCl 150 mM,
Tween 20 al 0,05%).

La seleccion y la clasificacion de los agentes de unién de acuerdo con su disociacion se realizaron usando proteinas
purificadas micro IMAC (véase anteriormente) diluidas 1/20 en tampdn de procesamiento antes de las inyecciones
para las mediciones cinéticas a un caudal de 60 pl/min.

Las mediciones cinéticas para las determinaciones de afinidad se realizaron con proteinas purificadas por exclusion
de tamafo inyectadas a una concentracion que variaba de 1 nM a 50 nM. Las mediciones de inhibicién se hicieron
como se ha descrito (Ostermeier et al., 1995) a una concentraciéon de agente de unién de 5 nM vy diferentes
concentraciones de PulD-N como competidor en una concentracion que variaba de 3,2 nM a 20 nM a un caudal de
25 pl/min. Se determind la pendiente del sensograma para la fase de union y se represento frente a la concentracion
de PulD-N. La evaluacién de los datos se hizo usando software BlAeval (BlAcore).

Microcalorimetria

Se realizé calorimetria de exploracion diferencial con un calorimetro MicroCal VP-DSC como se ha descrito
previamente (Hible et al., 2005). Se dializaron soluciones madre de Sac7d recombinante de tipo silvestre y variantes
durante una noche a 4°C frente a tampén MES 50 mM (pH 5,6 NaCl 300 mM). Las muestras de proteina después se
diluyeron hasta 200 pg/ml en la misma preparacion de tampén, se desgasificaron al vacio durante 10 min con
agitacion suave antes de cargarlas en la celda del calorimetro (0,5 ml). La celda de referencia se llené primero con el
mismo tampodn. Las muestras después se mantuvieron in situ a una presion externa constante de 172,32 kPa (25
psi) para evitar la formacion de burbujas y evaporacion hasta 130°C, se equilibré durante 25 min a 25°C, se calenté
a una tasa de calentamiento constante de 1 grado/min, y los datos se recogieron con un filtro de 16 segundos. El
analisis de los datos se hizo con el software Origin7™ (Plotnikov et al., 1997) proporcionado por el fabricante. La
funciéon de capacidad calorifica de exceso (Cp,exceso) se obtuvo después de sustraccion de dos lineas basales a
partir de la funcién de capacidad calorifica, el termograma de referencia de tampén y la linea basal quimica
calculada después de normalizar a la concentracion a partir del progreso de la transicion de desplegamiento. Los
parametros termodinamicos de las transiciones de desplegamiento de cada muestra de proteina son los resultados
de regresion no lineal de tres parametros (Tm, AHcal, AHyn) de la curva de capacidad calorifica de exceso asumiendo
un modelo no de dos estados.

Construccién de fusiones con fosfatasa alcalina

Los genes que codifican agentes de union se amplificaron por PCR con los cebadores SCPhoAF (SEC ID N° 26:
ATTAATGGTACCGGATCCGTGAAGGTGAAATTC) y SCPhoAR (SEC ID N° 27: ATAATTGAGCTCTAAGCTTTTTTT
CACGCTCCGCAC) y la polimerasa Phusion para introducir Kpnl y Sacl en los extremos 5' y 3', respectivamente.
Los productos de PCR se digirieron con Kpnl y Sacl y se clonaron en el vector pPQUANTagen (Qbiogene). Por tanto,
se fusiono6 fosfatasa alcalina al extremo C-terminal del agente de unidn. La seleccion de clones activos de fosfatasa
alcalina y extracciones periplasmicas se realizaron usando la cepa DH5a de E. coli y las instrucciones del manual
del fabricante. En resumen, se seleccionaron clones positivos en placas LB (100 ug/ml de ampicilina, 4 pug/ml de 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) para su actividad fosfatasa alcalina. Se usaron ocho mililitros de un precultivo
durante una noche (medio LB, 100 ug/ml de ampicilina, 37°C) para inocular un cultivo de 400 ml (medio 2YT, 100
pg/ml de ampicilina, 1 g de fosfato dipotasico pH 7,5, 37°C). La induccién del promotor tac se hizo con la adicion de
IPTG 0,5 mM cuando la DOggo era aproximadamente 0,7 y el cultivo se continu6 durante 4 h a 30°C. Las células se
sedimentaron por centrifugacién y se resuspendieron en 40 ml de tampén TSE (Tris-HCI 30 mM pH 8,0, sacarosa al
20%, EDTA 0,5 mM, 0,1 mg/ml de lisozima). El choque lisozimico se realizé por incubacion de la suspension durante
20 min a 4°C con agitacién suave. Los desechos celulares se desecharon por centrifugacion durante 30 min a 20000
g a 4°C y los sobrenadantes se filtraron a través de una membrana de 0,45 pn antes de almacenamiento a -20°C.

Transferencias de Western usando fusiones con fosfatasa alcalina

Se centrifugd un cultivo de 10 ml durante una noche de la cepa DH5a de E. coli (medio LB, 37°C) sin ningun vector
de expresion para sedimentar las células. El sedimento celular se resuspendié en 1 ml de TBS (BugBuster 1Xy 1 pl
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de Benzonase). La lisis celular sucedié a temperatura ambiente durante 30 min y la suspension se centrifugd a
20000 g durante 5 min para retirar los desechos celulares. El sobrenadante después se uso para dilucién en serie de
PulD-N purificado. Las muestras se prepararon con un volumen constante de sobrenadante y una cantidad variable
de PulD-N purificado correspondiente de 0,4 ng a 400 ng de PulD-N cuando se cargaron 5 ul de las muestras en un
gel SDS. Después de la migracion, las proteinas se transfirieron del gel SDS a una membrana de nitrocelulosa
(Hybond-C extra, 0,45 um, General Electric). La membrana se bloque6 con leche en polvo al 5% en TBST (Tris-HCI
20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5, Tween 20 al 0,1%). La membrana después se incubd con extracto periplasmico
soluble de fusiones diluidas 1 a 15 en leche TBST durante 1 h con agitacién suave. Después de lavar la membrana,
se hizo la deteccion con sustrato de precipitacion NBT/BCIP (kit de sustrato conjugado AP, Biorad) diluido en
tampodn de reaccion (Tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM).

Construccion y expresién de fusiones con GFP (proteina fluorescente verde)

Los genes que codifican agentes de unién se clonaron mediante sitios BamHI y Hindlll en un plasmido derivado de
pQE30 (pFP3000) que contenia el gen para eGFP y una regién que codifica un enlazador peptidico flexible
KLGSAGSAAGSGEF (SEC ID N° 32). Esto produjo fusiones N-ter-agente de unién-enlazador-eGFP-C-ter con una
marca MRGS (His)s en el extremo N-terminal. Las secuencias de los clones individuales se comprobaron por
secuenciacion de ADN.

La expresion y purificacion de las fusiones agente de union-GFP se hicieron en las mismas condiciones que para los
agentes de union en solitario (es decir, con una etapa IMAC y de cromatografia por exclusién de tamafo).

Aislamiento de fracciones de membrana y estudios de interaccién con la quimera 40-eGFP

Se usaron las cepas de E. coli K-12 PAP 105 (Guilvout et al., 1999) que portan los plasmidos pCHAP3671 (pulD) y
pCHAP580 (pulS) (Guilvout et al., 1999) o los plasmidos pCHAP371 (pulD-CS) (Guilvout et al., 2006) y pCHAP580
para el aislamiento de las vesiculas de membrana. Los cultivos se hicieron crecer hasta fase exponencial (DOsgoo:
0,9-1,1) en medio LB (Miller, 1992) que contenia antibidticos apropiados (100 pg/ml de ampicilina, 25 pg/ml de
cloranfenicol) a 30°C con aireacién vigorosa. Las fracciones de membrana se aislaron por centrifugacion (180.000 x
g durante 30 min) después de desintegracion en prensa French de las células y se redisolvieron en Tris 50 mM pH
7,5, NaCl 150 mM a una concentracion final de 450 pg/ml.

Se incubaron diferentes cantidades de las vesiculas de membrana durante 1 hora a temperatura ambiente con 70
pmol de la proteina de fusion 40-eGFP purificada. Después de centrifugacién (80.000 x g durante 20 min) los
sedimentos se lavaron con el mismo tampodn, se centrifugaron de nuevo y se resuspendieron en el mismo volumen.
Las proteinas en cada muestra se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a nitrocelulosa. La deteccion de la
proteina de fusién 40-eGFP se realiz6é por inmunotransferencia con anticuerpos primarios contra GFP.

Cromatografia de afinidad usando el agente de unién clon 6 inmovilizado

Se dializaron diecisiete miligramos de clon 6 purificado por IMAC frente a tampdn carbonato 0,2 M pH 8,3 (NaCl 0,5
M) y se inyectaron en una columna HP activada por NHS de 1 ml HiTrap (General Electric) previamente enjuagada
con 6 ml de HCI 1 mM. La inmovilizacion sucedié a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después de lavar la
columna y desactivar cualquier grupo activo restante con etanolamina 0,5 M (NaCl 0,5 M, pH 8,3) y acetato 0,1 M
(NaCl 0,5 M, pH 8,3) durante 30 min a temperatura ambiente, la columna se equilibré6 con TBS pH 8,0 (Tris 20 mM,
NaCl 500 mM) y estuvo lista para su uso para purificacion.

La proteina PulD-N se expresé usando la cepa BL21(DE3) de E. coli transformada con el plasmido pCHAP3702
(Chami et al., 2005). Se usaron cincuenta mililitros de un precultivo durante una noche (medio LB, 100 pg/ml de
ampicilina, glucosa al 1%, 37°C) para inocular 1 | de cultivo (2YT, 100 pg/ml de ampicilina, 37°C). La expresion se
indujo a DOgoo = 1,0 mediante la adicion de IPTG 1,0 mM y los cultivos se incubaron durante 4 h a 30°C (250 rpm).
Las células se recogieron por centrifugacion y se resuspendieron en 30 ml de TBS pH 8,0. Las células se lisaron con
un homogeneizador Avestin Emulsiflex y los desechos celulares se desecharon con una etapa de centrifugacion. Se
inyectd un mililitro y medio de esta fraccion soluble en la columna de NHS-clon 6 inmovilizado a un caudal de 0,5
ml/min. Las proteinas no especificas se retiraron por lavado con 40 ml de tampdn de procesamiento y se eluy6 PulD-
N con un cambio de pH acido usando un tampodn glicina 100 mM (pH 2,5, NaCl 250 mM). La pureza de la proteina
eluida se comprobd6 cargando las fracciones en un gel SDS.

Transferencia de Far Western

Se prepararon como anteriormente membranas externas de E. coli PAP 105+/- PulD (pCHAP3671; (Guilvout et al.,
1999)) o PulD-CS (pCHAP3711; (Guilvout et al., 2006)) junto con PulS (pCHAPS580; (Daefler et al., 1997)). Las
membranas se resuspendieron y almacenaron en Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, que contenia sacarosa al 10% y 0,1
mg/ml del inhibidor de proteasa Pefabloc (Interchim, Montlucon, Francia) y se sometieron a SDS/PAGE y se
transfirieron a laminas de nitrocelulosa que después se bloquearon e incubaron con extractos periplasmicos (choque
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osmotico) de cepas que producian quimeras Sac7-PhoA. Después de lavar, se detecté PhoA unido por anticuerpos
contra PhoA, anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de rabano rusticano, y quimioluminiscencia.

Secrecion

La cepa PAP7232 (Hardie et al., 1996) se transformo con el vector vacio o con plasmidos que codificaban quimeras
Sac7-PhoA. Los transformantes se cultivaron en medio que contenia maltosa al 0,4% (para inducir produccion de
pululanasa y sus sistema de secrecion, incluyendo PulD) e IPTG 1 mM para inducir produccién de Sac7-PhoA. Los
niveles de secrecion se midieron como se describe en (d'Enfert et al., 1989) y se expresan como la cantidad de
actividad enzimatica detectada en células completas en comparacion con la detectada en células lisadas (100%).
Los extractos celulares también se examinaron por inmunotransferencia con anticuerpos contra PulD y PhoA.

Para analizar los efectos de las quimeras Sac7-PhoA a niveles superiores (codificados por plasmido) de produccion
de PulD, se amplificd un gen de resistencia a zeocina con sitios Pstl flanqueantes y se insertaron en el sitio Pstl
unico en el gen blaM de los plasmidos correspondientes. Los plasmidos recombinantes después se transformaron
junto con pCHAP231 (d'Enfert et al., 1987) en la cepa deficiente en proteasa de envuelta PAP5198 (degP, ompT,
ptr). Se analizaron la secreciéon de pululanasa y los niveles de PulD (con o sin tratamiento previo con fenol) como
anteriormente con o sin induccion por IPTG.

Resultados
Ejemplo 1: Disefio de la biblioteca de primera generacion (biblioteca 11)

La primera etapa critica para investigar la posibilidad de usar Sac7d como estructura para obtener agentes de union
para diversos ligados fue disefiar una biblioteca por aleatorizacién del area de unién potencial, manteniendo al
mismo tiempo la estabilidad y la solubilidad de la proteina Sac7d precursora.

Se conocen varias estructuras tridimensionales de complejos Sac7d-ADN (Agback et al., 1998; Edmondson y
Shriver, 2001; Gao et al., 1998; McAfee et al., 1995; McCrary et al., 1996; Robinson et al, 1998; Su et al., 2000)
(figura 1a). De acuerdo con estas estructuras, la union de Sac7d al surco menor del ADN implica un area superficial
de unioén que concuerda de forma remarcable (formas y cargas) con el ADN. Esta area de unidn esta compuesta por
dieciséis restos (K7, Y8, K9, K21, K22, W24, V26, K28, M29, S31, T33, K39, T40, R42, A44, S46) (figura 1b). Una
inspeccion visual de esta area de unidn muestra que esta girada y que comprende dos tipos de geometrias: una
ligeramente concava (K7, Y8, K9, W24, V26, K28, M29, S31, T33, R42, A44, S46) y la otra esencialmente plana
(K21, K22, W24, T33, K39, T40, R42). Los restos W24, T33, y R42 estan compartidos por estas dos superficies.
Aproximadamente un cuarto de la secuencia de Sac7d esta dedicado a la unién del ADN. Aunque todos estos restos
estan expuestos en la superficie, una mutagénesis aleatoria masiva del 25% de la secuencia de Sac7d podria ser
drastica para el plegamiento y la estabilidad de los mutantes obtenidos. En una primera etapa, los inventores
decidieron excluir K28 y K39 del esquema de mutagénesis, ya que estos dos restos no estdn completamente
orientados hacia la superficie de unién. La segunda razén para excluirlos fue que la generacién de bibliotecas por
una PCR de una etapa como se describe a continuacién habria sido imposible debido a solapamientos reducidos
disponibles para los cebadores que hibridan (véase a continuacién). También se postuld que la geometria del lado
céncavo del area de unidén podria concordar bien con la forma esférica de proteinas globulares o, al menos, que
podria acomodar la unién de sus bucles expuestos. Por tanto, la estrategia de sustitucion se centré en los once
restos de esta region de Sac7d (K7, Y8, K9, W24, V26, M29, S31, T33, R42, A44, S46).

El gen que codifica Sac7d es bastante corto (aproximadamente 200 pares de bases). Por tanto, la biblioteca
correspondiente de sustituciones aleatorias de los once restos podria obtenerse por una PCR de una etapa. Esto se
hizo usando una mezcla de tres oligonucledtidos degenerados (esquema NNS) y tres oligonucledtidos
convencionales. Los codones de las posiciones aleatorizadas estaban codificados por tripletes NNS que permiten la
representacion de todos los aminoacidos. Con esta estrategia de mutagénesis, la diversidad teérica es de
aproximadamente 3,2 10"° (3211), que excede aproximadamente cuatro 6rdenes de magnitud la diversidad
conseguida de forma experimental de nuestra biblioteca. De hecho, de acuerdo con la cantidad de producto de
ensamblaje de PCR usada para generar la construccién de presentacion en ribosoma, la estimacion superior de la
biblioteca fue de aproximadamente 3,0 10" variantes. La secuenciacién de cuarenta clones aleatorios confirmé que
la frecuencia observada de restos fue similar a la predicha (datos no mostrados). Se descubrié que el porcentaje de
clones correctos, sin ningun desplazamiento de fase o delecion, era de aproximadamente el 50%. Por tanto, la
diversidad "funcional" se consideré satisfactoria y la biblioteca se usé para las selecciones.

Ejemplo 2: Selecciones de presentacion en ribosoma usando la biblioteca 11

Se eligieron tres proteinas como dianas: DnaK, GarA (tanto de Mycobacterium tuberculosis como el dominio N-
terminal de PulD (de Klebsiella oxytoca)). PulD es una proteina de membrana externa que no puede mantenerse en
solucion sin detergentes iénicos. Por lo tanto, se us6é un fragmento monomeérico soluble. Este fragmento, llamado
PulD-N, corresponde a la regién N-terminal de PulD. Estas dianas se eligieron porque agentes de unién especificos
y avidos podrian ser herramientas utiles para estudiar DnaK, GarA y PulD. Ademas, estas proteinas son dificiles de
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cristalizar para estudios estructurales. Los agentes de uniéon que reconocen estas proteinas podrian usarse para
ensayos de co-cristalizacién del mismo modo que fragmentos de anticuerpo (Ostermeier et al., 1995).

Se usaron placas ELISA recubiertas con neutravidina para inmovilizar proteinas biotiniladas y para realizar
selecciones. Después de cuatro rondas de seleccion, se observd enriquecimiento con agentes de union especificos
para las tres dianas (figura 6a). En todos los casos, mas del 50% de la unién de combinaciones se inhibioé con 10 pM
de dianas libres, de acuerdo con RIA.

Para evaluar combinaciones de agentes de unién adicionalmente por ELISA para la seleccion con PulD-N, se
clonaron los productos de RT-PCR de combinaciones seleccionadas en el vector pQE30 (Qiagen) usando sitios de
restriccion BamHI y Hindlll. Los ligamientos resultantes se usaron para transformar la cepa DH5a de E. coli. Se
picaron 96 clones aleatoriamente de la placa Petri para inocular una placa de pocillo profundo que contenia 1,5 ml
de medio LB por pocillo (100 pg/ml de ampicilina, glucosa al 1%). Después de cultivo durante una noche a 37°C con
agitacion a 250 rpm, se usaron 0,2 ml de cada pocillo de esta placa maestra para inocular otra placa de pocillo
profundo que contenia 1,3 ml de medio 2YT (100 pg/ml de ampicilina) por pocillo. La placa después se incubd a
37°C durante 1 h con agitacion (250 rpm). La expresiéon se indujo con la adiciéon de IPTG 0,5 mM e incubacion a
30°C durante 4 h con agitacion (250 rpm). Las células se sedimentaron con una etapa de centrifugacion (2250 g) y
los sobrenadantes se desecharon. Las proteinas se extrajeron con 50 pl de BugBuster (Novagen) por pocillo con
agitacion a 250 rpm durante 30 min, después se afhadieron 250 pl de TBS pH 7,4 (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM).
Los desechos celulares se sedimentaron con una etapa de centrifugacion (2500 g). Para seleccion ELISA, se usaron
100 ul de cada sobrenadante para ensayar la unién en PulD-N o BSA recubierto en una placa Maxisorp. La
deteccién se realiz6 usando un conjugado de anticuerpo RGS His con HRP (Qiagen) que detecta solamente la
marca RGS-(His)6 de agentes de unién y no la marca (His)6 de proteinas diana y sustrato BM-Blue de Roche.
Todas las etapas de incubacion se realizaron en TBS pH 7,4 con Tween 20 al 0,1%. Para todos los clones se midié
la DO a 340 nm para la unién de PulD-N y BSA. Se calculd la proporcion del valor obtenido para la uniéon de BSA
sobre el valor para PulD-N para cada clon. Se observd una proporcion de sefal a ruido superior a 10 para
aproximadamente el 92% de los clones desde la ronda 4 (figura 6b). Se ensay6 la union de 6 clones purificados de
la seleccion PulD-N (ronda 4) para DnaK, GarA, PulD-N y BSA por ELISA. Como se muestra en la figura 6c, la union
fue especifica para PulD-N. La secuenciacion de 28 clones de la ronda 4 revel6 una elevada diversidad de
secuencias; de hecho ninguna secuencia se encontré mas de una vez, lo que indica que podria haberse usado una
presion de seleccion mayor. Ademas, no pudo encontrarse ningun resto de tipo silvestre en ningunas de las once
posiciones aleatorizadas (datos no mostrados). El rendimiento promedio de la expresiéon estimada después de
purificacién por IMAC (cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados) de nueve clones fue de
aproximadamente 70 mg/litro de cultivo en matraz (4 h de induccion a 30°C). Los agentes de unidén podian
concentrarse al menos hasta 45 mg/ml. En conjunto, estas observaciones sugirieron que el area de unién de Sac7d
es muy tolerante a sustitucion y que las variantes seleccionadas retenian propiedades biofisicas satisfactorias. Sin
embargo, un andlisis mas detallado por RIA mostré que la afinidad promedio para agentes de unién en la
combinacion de la ronda 4 era de aproximadamente 100 nM y una quinta ronda realizada con una seleccion de
disociacién mas suave (2 h) o mas rigurosa (17 h) no logré6 aumentar la afinidad promedio de la combinacion anti
PulD-N (figura 7). Dicha baja afinidad podria ser limitante para aplicaciones donde se requieren bajas constantes de
disociacién nanomolares. Por tanto, los inventores decidieron explorar otros enfoques para obtener mayor afinidad.

Ejemplo 3: Disefio de las bibliotecas de segunda generacion (biblioteca 13 y 14)

Un modo intuitivo de mejorar la afinidad es ampliar el area de unién y por tanto aumentar la cantidad potencial de
interacciones entre los agentes de union y sus ligandos. El area de uniéon potencial correspondiente a la
aleatorizacion de 11 restos tenia una superficie accesible a disolvente de 890 A?. Siendo Sac7d muy tolerante a 11
sustituciones, se decidi6 aleatorizar dos o tres p03|C|ones adicionales: K21 y K22 (biblioteca 13) o K21, K22 y T40
(biblioteca 14) que corresponden a 1130 A? y 1200 AZ, respectivamente. Otra explicacién podria ser que el area de
unién concava no es muy adecuada para unirse a protelna y, por lo tanto, el uso de una superficie mas plana podria
mejorar las afinidades finales. Estas dos nuevas bibliotecas (cada una de 3,0 10" variantes) se construyeron del
mismo modo que la biblioteca once. La secuenciacion de setenta clones aleatorios de la biblioteca 14 confirmé que
la frecuencia observada de restos era similar a la predicha, con una ligera sub-representacion de restos
aminoacidicos S, L, y R, mientras que los restos aminoacidicos P, N, Q, y H estaban un poco sobre-representados
(datos no mostrados). Se descubrié que el porcentaje de clones correctos, sin ningun desplazamiento de fase o
delecion, era de aproximadamente el 65%. Por tanto, la diversidad "funcional" se considerd satisfactoria y la
biblioteca se usé para selecciones.

Ejemplo 4: Selecciones de presentacion en ribosoma con PulD-N como proteina diana, usando la biblioteca 13 y 14

Se realizaron cuatro rondas de selecciones usando estas bibliotecas y PulD-N como proteina diana. Se realizé una
quinta ronda en paralelo con las bibliotecas 11, 13, 14 con una seleccion de disociacion suave durante dos horas
para enriquecer las combinaciones para agentes de unién con disociaciones mas lentas. Un radioinmunoensayo
para las combinaciones después de la quinta ronda (figura 7) indicé un enriquecimiento para agentes de union a
PulD-N especificos con las dos nuevas bibliotecas. La unién no pudo detectarse en BSA o neutravidina inmovilizada.
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Ademas, este RIA mostré que 10 nM de PulD-N libre fue suficiente para inhibir aproximadamente el 50% de la sefial
de unién con la biblioteca 13 en comparacion con 100 nM de PulD-N para el mismo nivel de inhibicién con la
biblioteca 11. La biblioteca 14 se comporté incluso mejor, ya que 1 nM de competidor fue suficiente para conseguir
inhibicion significativa de aproximadamente el 20% de la sefial de unién. Por tanto, se adquirié al menos un orden de
magnitud para la afinidad promedio con el disefio usado para la biblioteca 14.

Ejemplo 5: Caracterizacién de agentes de unién anti-PulD-N de la biblioteca 14
5.1. Andlisis de secuencia, expresion y purificacion de agentes de union seleccionados

Como las afinidades mas prometedoras pudieron encontrarse en la combinacién obtenida de la biblioteca 14 (ronda
5), se analizé la combinacion de agentes de union de esta biblioteca. La combinacién enriquecida se cloné en el
plasmido de expresion pQE30, y se usé la cepa DH5a de E. coli para la produccién de proteina. Se ensayaron
cuarenta y ocho clones individuales por un procedimiento ELISA usando PulD-N o BSA inmovilizado y extractos
crudos de E. coli. Para todos los clones, se detectd una unién significativa y especifica sobre el fondo. Por tanto,
todos los agentes de unidn se secuenciaron para analisis adicional.

Como se observa para la biblioteca 11, permanecié una gran diversidad de agentes de unién incluso después de la
quinta ronda de seleccioén (figura 8). Sin embargo, la mayoria de los clones pudo clasificarse en seis familias de
acuerdo con sus homologias (datos no mostrados). Ademas, se encontraron dos clones idénticos en dos casos,
siendo todos los demas clones Unicos, los que sugiere una convergencia de seleccién. Los residuos encontrados en
posiciones aleatorizadas fueron de naturaleza muy diferente, con cadenas laterales alifaticas y aromaticas asi como
cadenas laterales cargadas o hidréfilas. Pudo observarse una clara preferencia para un resto particular en algunas
posiciones. Por ejemplo, la posiciéon R42 estaba ocupada por una tirosina en aproximadamente la mitad de los
clones, reflejando probablemente su importancia para la unién de PulD-N. Entre todas las mutaciones programadas,
no pudo observarse conservacion estricta del resto nativo, incluyendo las tres nuevas posiciones abordadas (K21,
K22 y T40) en comparacion con la biblioteca 11. Finalmente, se retuvieron solamente siete restos nativos de los 560
restos en los cuarenta clones secuenciados (40 x 14). Por tanto, estas observaciones sugieren que las 14 posiciones
abordadas toleran bien sustituciones aleatorias.

Los agentes de unién se acumularon en grandes cantidades en el citoplasma de E. coli a 30°C después de cultivo
durante una noche y pudieron purificarse hasta homogeneidad en una IMAC de una etapa con rendimiento de hasta
200 mg a partir de un cultivo en matraz de agitacion de un litro (figura 9). Las proteinas corrieron en un gel SDS-
PAGE de acrilamida al 15% en la posicion esperada para sus masas moleculares calculadas. Los agentes de union
purificados pudieron concentrarse hasta 60 mg/ml en un tampdén TBS convencional con ausencia de signos de
precipitacion y permanecieron solubles durante varios meses a 4°C.

La cromatografia por exclusién de tamafio mostré que los agentes de unién clones 6, 39, 40 y 41 estudiados eran
monoméricos. Como Sac7d, todos los agentes de unidn parecian mas grandes de lo predicho en este ensayo (11,5
kDa determinados en lugar de 9,1 kDa calculados), probablemente debido a una desviacion desde la forma
verdaderamente globular causada por la presencia de una marcad de nueve restos N-terminal.

5.2. Afinidades de agentes de unién a PulD-N

Para identificar clones con las mayores afinidades, se usaron cuarenta y ocho clones para micro expresiones y
purificaciones por IMAC. Estas proteinas purificadas después se seleccionaron por SPR usando PulD-N biotinilado
inmovilizado en un chip recubierto con estreptavidina. Para todos los agentes de union ensayados, no se observo
union significativa en la superficie blanco recubierta solamente con estreptavidina, lo que apoya la idea de que la
union era especifica para PulD-N. De acuerdo con el analisis de las fases de disociacion, se eligieron cinco clones
con las disociaciones mas lentas para determinacion detallada de la afinidad de las proteinas monovalentes por
SPR.

Estos cinco clones, 6, 33, 39, 40 y 41, se purificaron adicionalmente por filtracién en gel. Se realizaron analisis
cinéticos a diferentes concentraciones y se analizaron con un ajuste cinético global. Se descubrié que todas las
constantes de disociacion de todos los agentes de unién a PulD-N estaban en un intervalo de picomolar o bajo
nanomolar (figura 10a y tabla 3). Los clones 6 y 33 tuvieron las afinidades mas elevadas (Kp= 130 pM y 190 pM,
respectivamente). Las cinéticas de asociacién estaban ligeramente reducidas (factor 1,3) en condiciones de elevada
fuerza idnica (NaCl 300 mM), lo que indica que estas asociaciones no estaban asistidas electrostaticamente (datos
no mostrados). Los valores de Kp de estos cinco agentes de unién se confirmaron (figura 10b y tabla 3) por analisis
SPR de competicion (Nieba et al., 1996). Un experimento de control mostré que no sucedia unién cuando se
ensayaba Sac7d de tipo silvestre para la unién a PulD-N inmovilizado, lo que indica que la propiedad de unién
observada para los clones seleccionados era el resultado de una funcion recién introducida y no el resultado de una
afinidad pre-existente de Sac7d por PulD-N.
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Clon kon [M's™'] Kot [s7] Kp [nM]® Ko [nM]° % de actividad®
6 1,910’ 2,5107 0,13 0,14 + 0,03 90-100
33 1,7 10 32107 0,19 0,17 £ 0,03 90-100
39 1,710 8,6 10° 0,52 1,1£0,2 90-100
40 2,310° 1,4 10° 0,60 0,9+0,2 90-100
41 2,010’ 1,2 10 0,61 1,1+0,1 90-100

Tabla 3: Resumen de determinaciones de constante de disociacion por resonancia de plasmoén superficial.
2 Valores de Kp obtenidos del andlisis cinético. ®: Valores de Kp obtenidos de experimentos SPR de
competicion. ©: de analisis experimental SPR de competicion.

El analisis de secuencias de estos agentes de unién reveld diferentes situaciones (figura 8). Las posiciones
aleatorizadas en el clon 6 y 33 eran diferentes, a pesar del hecho de que sus respectivos valores de Kp estaban en
el mismo intervalo (130-140 pM). En contraste, el clon 40 tenia 11/14 restos aleatorizados en comun con aquellos
del clon 41 y tenia valores de Kp similares (= 1 nM). El clon 39 compartia 10/14 restos aleatorizados con el clon 6
pero tenia una afinidad 7 veces menor. De forma interesante, se descubrié que el clon 39 estaba truncado por 4
restos en su extremo C-terminal pero permanecia capaz de unirse a PulD-N. Esto no es sorprendente, ya que
también existen varias formas truncadas de Sac7d (McAfee et al., 1995).

5.3. Estabilidad de agentes de unién a PulD-N

Sac7d es una proteina hipertermoestable que se despliega con una T, de 91°C a pH 7,0, disminuyendo la
estabilidad térmica de la proteina a pH inferiores (McCrary et al., 1996). Las estabilidades térmicas de los clones 6,
33 y 40 se compararon con la de Sac7d de tipo silvestre por calorimetria de exploracion diferencial. Para asegurar el
desplegamiento completo de las proteinas por debajo del alto limite de temperatura de DSC (125°C), se us6 a pH
5,6 para todas las exploraciones. Se descubri6 que los clones eran termoestables con temperaturas de
desnaturalizacion entre 68°C y 83°C (figura 11 y tabla 4). El clon 40 era remarcablemente estable con un valor de Tn,
inferior al de tipo silvestre (89,7°C) en solamente 5,8°C, seguido del clon 33 (ATy = -10,5°C), siendo el clon menos
estable el clon 6 (ATm = -22,0°C). Sin embargo, la Tr, del clon 6 aun sigue estando 8°C por encima del valor medio
de T de proteinas del Banco de Datos de Proteinas (Freire, 2001). Las exploraciones DSC fueron caracteristicas de
desplegamiento cooperativo lo que indica que, aunque con una elevada carga de mutacion (hasta 14 restos
mutados, es decir 21% de Sac7d mutado), las variantes de Sac7d eran capaces de adoptar una estructura plagada
como para el tipo silvestre. La entalpia calorimétrica (el campo de calor por mol, AHca) fue inferior con respecto al
tipo silvestre (42,5 kcal.mol'1) en solamente 5,8 y 4,8 kcal.mol” para el clon 40 y el clon 53, respectivamente (tabla
4). Ademas, tanto para el clon 40 como el clon 33, S, el valor de proporcion de la entalpia de van't Hoff (el cambio de
calor por unidad de desplegamiento cooperativo) a la entalpia calorimétrica era cercano a uno, y cercano al valor 8
de Sac7d de tipo silvestre. Esta observacion indicé firmemente que el desplegamiento del clon 40 y el clon 33
correspondian al del mondmero proteico plegado (tabla 4). El clon 6 presenté una entalpia calorimétrica inferior con
respecto al tipo silvestre (en 18,10 kcal.mol'1) y una mayor proporcién 3 (tabla 4). Estas observaciones pueden estar
relacionadas con el desplegamiento parcial de la proteina clon 6 a pH acidos donde la proteina es menos estable
(Tm del clon 6 es 8°C mayor a pH 7; datos no mostrados). Tomadas en conjunto, estas observaciones muestran que
los clones 6, 33 y 40 retenian en gran medida la estabilidad térmica favorable de la proteina de tipo silvestre.

Clon Tm [°CJ° AHcg [keal,mol']° AHyy [keal,mol ' g

6 677 24,4 46,3 1,9

33 79,2 37,7 45,2 1,2

40 83,9 36,7 47,7 1,3
Sac7d wt 89,7 42,5 55,2 1,3

Tabla 4: Parametros de desplegamiento térmico para Sac7d wt y variantes
& Tmes £ 0,1°C; ®: AHca, €s + 0,3 kcal.mol™, AHyy es + 0,5 kcal.mol™”; % 8= AH/AHca

5.4. Especificidad de agentes de unién a PulD-N

.,Como de especificos son estos agentes de union a PulD-N, y como pueden usarse para aplicaciones
biotecnoldgicas en las que es crucial la especificidad?

Para responder a estas cuestiones, se fusionaron los agentes de unién 6, 33 y 40 al extremo N-terminal de fosfatasa
alcalina de E. coli (PhoA). Se produjeron las quimeras (Sac7*-PhoA) como proteinas peripldsmicas en la cepa DH5a
usando el vector pQUANTagen que codifica el péptido sefial PhoA. Después, las quimeras se extrajeron del
periplasma por choque osmético y se ensayé su funcionalidad por ELISA con pocillos recubiertos con PulD-N o BSA.
Las fusiones unidades se cuantificaron con sustrato p-nitrofenilfosfato cromogénico y espectrofotometria (datos no
mostrados). Se observo una alta sefal sobre el fondo para las tres quimeras (proporcion sefial/fondo > 10). Esto
demostré que las quimeras 1) se exportaban al periplasma, 2) podian seguir reconociendo especificamente PulD-N
y 3) eran cataliticamente activas. Por tanto, estas fusiones podian usarse como reactivo de deteccién en ELISA de
una etapa.
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Para evaluar si estas fusiones son capaces de discriminar la proteina PulD-N en una mezcla completa de proteinas,
tal como en un extracto crudo de E. coli, se usaron como reactivo de deteccion para inmunotransferencias. En este
experimento, se recogio y lisé un cultivo durante una noche culture de DH5a libre de plasmido. El extracto crudo se
dividié en alicuotas y se afiadieron cantidades decrecientes de PulD-N purificado a cada tubo. Después de SDS-
PAGE vy transferencia a una membrana de nitrocelulosa, se detecté PulD-N con las quimeras agente de uniéon-PhoA
en presencia del sustrato cromogénico de precipitacién (NBT/BCIP) en cantidades tan bajas como 1,5-3 ng (figura
12a) sin reactividad cruzada. Esto apoy6 la doble funcionalidad de las fusiones observada con ELISA (figura 12a).
La deteccién de bajas cantidades de PulD-N se hizo mientras estaban presentes cantidades mucho mayores de
proteinas endogenas, lo que demuestra que los agentes de unién 6, 33, y 40 eran capaces de discriminar PulD-N
entre miles de proteinas y por lo tanto eran altamente especificos.

Para evaluar la especificidad adicionalmente, el agente de unién 6 se inmovilizé covalentemente mediante una
reaccion de acoplamiento de amina en una columna activada de NHS-agarosa de un mililitro. La fraccion soluble de
un extracto crudo de E. coli correspondiente a 40 ml de un cultivo que produce PulD-N se inyecté después en la
columna. Las fracciones se recogieron durante las etapas de carga, lavado y elucién (cambio a pH &cido). El analisis
por SDS-PAGE de estas fracciones demostré que la columna era capaz de atrapar el PulD-N presente en el extracto
crudo y que esto se hacia con alta especificidad, ya que la Unica banda visible en el gel SDS-PAGE tefiido
correspondia a PulD-N (figura 12b). Por tanto, se confirmé de nuevo la capacidad de los agentes de union de
discriminar PulD-N entre miles de proteinas.

Ejemplo 6: Unién de agentes de unién a PulD-N a PulD dodecamérico

A continuacion, los inventores investigaron si los tres derivados seleccionados de Sac7d con las mayores afinidades
por PulD-N (agentes de union 6, 33 y 40) eran capaces de reconocer la proteina PulD de longitud completa
integrada en la membrana externa de E. coli. PulD de longitud completa forma dodecameros en la membrana
(mientras que PulD-N es monomérico) (Chami et al., 2005) y no podia excluirse que el epitopo reconocido por cada
uno de esos agentes de unién estuviera afectado por la multimerizacién de PulD, evitando de este modo su unién a
PulD nativo. Cuando se mezclaron cantidades crecientes de membranas que contenian PulD de E. coli PAP105
(pCHAP3671 pCHAP580) con cantidades saturantes de agentes de unién 40 o 33 marcados con GFP, la cantidad
de agente de unién que permanecia en los sedimentos después de centrifugacion estaba correspondientemente
aumentada (Fig. 13A). Los agentes de uniéon marcados con GFP no se sedimentaron con las membranas de PAP
105 (pCHAP3711 pCHAP580) que contenian una variante de PulD que carecia del dominio N (Guilvout et al., 2006)
(Fig. 13A). Por tanto, la union de estas quimeras GFP-agente de union a las membranas es especifica de PulD-N, y
se unen al complejo nativo dodecamérico de secretina a pesar de la presencia de la marca GFP. El agente de unién
6 se union solamente de forma muy débil a las membranas que contenian PulD (datos no mostrados).

Se us6 una inmunotransferencia de Far-Western para validar la unién de los derivados de Sac7d a dodecameros de
PulD. Las tres quimeras Sac7*- PhoA se unieron especificamente a PulD tanto monomérico como dodecamérico
pero no a PulD-CS (Fig. 13B). Aunque estas tres quimeras se unieron igual de bien a PulD disociado en fenol
(monomérico; véase (Hardie et al., 1996)) (datos no mostrados), mostraron de forma coherente diferentes afinidades
aparentes por PulD dodecamérico, que variaban de alta (agente de union 40), a baja (agente de union 6).

Ejemplo 7: Agentes de unién a PulD-N inhiben la secrecién de pululanasa y evitan la multimerizacién de PulD

Las quimeras Sac7*-PhoA, en las que Sac7d o sus derivados estan emparedados entre el péptido sefial PhoA y la
parte catalitica de PhoA, se exportaron de forma eficaz al periplasma, controlado por la elevada actividad PhoA y la
liberacion tras choque periplasmico. Se transformaron plasmidos que codificaban las quimeras Sac7*-PhoA en la
cepa PAP7232 de E. coli, en los que los genes pul estan integrados en el cromosoma. Las tres quimeras se
produjeron en cantidades similares después de induccion con IPTG e inhibieron la secrecién de pululanasa
completamente, mientras que Sac7d-PhoA exportada no tuvo efecto. Ademas, no se detectaron ni dodecameros ni
mondémeros de PulD en las cepas que producian alguna de las quimeras Sac7*-PhoA (datos no mostrados). Para
obtener informacion mas precisa sobre estos fendmenos y para estudiar el destino de PulD en cepas que producen
las quimeras, se produjeron en la cepa deficiente en proteasa de envuelta PAP5198 que porta pCHAP231 (para
aumentar la produccion de T2SS; véase Guilvout et al., 2006). Los niveles inducidos por IPTG de producciéon de
Sac7*-PhoA inhibieron la secrecién de pululanasa en >90% (Fig. 14A). PulD dodecamérico fue mucho menos
abundante, y los monémeros de PulD eran correspondientemente mas abundantes (flechas en la Fig. 14B) que en
controles sin quimeras o con Sac7d-PhoA, lo que demuestra que las quimeras evitan la multimerizacion de PulD y
causan degradacion de mondmero PulD por proteasas de la envuelta. Se obtuvieron resultados similares con niveles
no inducidos de Sac7*33-PhoA y Sac7*40-PhoA, pero sucedidé secrecion sustancial de pululanasa (>50%) y
multimerizacion de PulD cuando Sac7*6-PhoA estaba presente a niveles no inducidos (Fig. 14C).

Ejemplo 8: Seleccion de variantes de Sac7d que se unen a otras dianas

Se usé la mejor biblioteca (biblioteca 14) para obtener agentes de unidn especificos para otras dianas, usando la
misma tecnologia que la descrita anteriormente.
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Se realizaron selecciones por presentacion en ribosoma anti-proteina centrada en las siguientes proteinas: PulDN1
(26,8 kDa), NGF (13 kDa), PknG (81,6 kDa), GarA (12 kDa) y lisozima (14,3kDa) hasta el ciclo N° 5. Durante el
cuarto ciclo, el proceso de seleccion se realizd en paralelo, con y sin la diana. La Figura 15 muestra que, después de
4 ciclos de seleccion, se obtiene un producto de PCR solamente cuando esta presente la diana (carriles marcados
como "+"). Esto sugiere que las combinaciones de seleccion estaban enriquecidas con clones especificos para cada
una de las dianas ensayadas.

Para evaluar adicionalmente el éxito del proceso de seleccidn, se realizé un radioinmunoensayo (RIA) competitivo
usando las proteinas diana a diversas concentraciones inhibidoras. Estos RIA muestran claramente que existe un
marcado enriquecimiento para selecciones anti-PknG, anti-lisozima y anti-PulDN1 mientras que en el caso de NGF y
GarA, los resultados sugieren que la seleccion no ha convergido aun suficientemente. La Figura 16 muestra que la
afinidad anticipada promedio para las variantes anti-PknG y anti-lisozima es del orden de 1 a 10 nM.

Las combinaciones de selecciéon anti-lisozima, anti-PknG y anti-GarA usadas en el ciclo N° 5 se seleccionaron de
acuerdo con el método ELISA preparando micro-cultivos de 96 pocillos y usando sobrenadantes de lisis bacteriana
después de inducir expresién del clon con IPTG durante 4 horas a 30°C. Los resultados presentados en la Figura 17
muestran claramente que hay clones especificos para cada una de las dianas. Aunque el RIA para GarA no fue
alentador, no obstante se detectd una proporcion significativa de clones positivos con el método ELISA. Se aislé y
secuencié un clon particular que se une a GarA. La Figura 19 muestra la alineacion de la secuencia de este agente
de unién (GSVKVKFLYLGEEKEVDTSKIWFVMRAGKrITVYFQYDDNGKYGIGWVREKDAPKELLDMLARAEREKKL,
SEC ID N° 47) con Sac7d.

Respecto a PknG, una proporcion significativa de clones parecié unirse a BSA, lo que sugiere que se requiere un
ciclo adicional para eliminarlos. Se realizaron selecciones anti-PulDN1 y anti-NGF.

Los clones anti-lisozima positivos se seleccionaron y clasificaron por Biacore para las mejores afinidades anticipadas
(tiempo de disociacion de complejo largo (koff)), preparando microcultivos de 96 pocillos. Los 24 mejores clones
seleccionados después se secuenciaron (Figura 18). Es claramente evidente una secuencia preferente, tal como la
del clon Lys_B11, ya que esta representada varias veces (aunque codificada para ciertas posiciones por diferentes
codones para el mismo aminoacido). La seleccion del ciclo N° 4 revelé una mayor diversidad (no mostrado).

Se produjeron tres clones de diferentes secuencias (Lys_B3, Lys_H4 y Lys H8) en E. coli, se purificaron a gran
escala por IMAC y después se pasaron a través de un tamiz molecular. Los niveles de produccion obtenidos fueron
aproximadamente 120, 40 y 25 mg/l de cultivo, respectivamente. Las afinidades determinadas por Biacore se estan
obteniendo y procesando. Los datos actuales (preliminares) indican afinidades del orden de 15 nM, 3 nM y 25 nM
(Lys_B3, Lys_H4 y Lys_HS8, respectivamente).

Los tres clones anti-lisozima (Lys_B3, Lys_H4 y Lys_H8) se estén caracterizando actualmente por microcalorimetria
para determinar sus termoestabilidades y afinidades en solucion.

Los clones obtenidos de ofras selecciones también se seleccionaran por Biacore y se secuenciaran, y se
determinaran las afinidades de ciertos clones de forma mas precisa por Biacore.

Ejemplo 9: Seleccion de variantes de Sac7d que se unen a un fragmento Fc de IgG humana
9.1. Seleccién de agentes de unién a Fc

Se biotinilé quimicamente un fragmento Fc de IgG humana (PM = 50 kDa) proporcionado por Bio-Rad usando
sulfosuccinimidil-6-(biotinamido) hexanoato. El grado de biotinilacion, determinado por un ensayo HABA, fue de
aproximadamente 2 a 3 moléculas de biotina por molécula de proteina. El Fc biotinilado se unié a neutravidina o
estreptavidina inmovilizada en una placa Maxisorp (Nunc) y las secciones por presentacion en ribosoma se
realizaron a 4°C usando la biblioteca derivada de Sac7d (como se ha descrito anteriormente). Se realizaron cuatro
rondas de seleccion para aislar agentes de unién. Se usaron neutravidina y estreptavidina alternativamente de una
ronda a otra para evitar agentes de unién no especificos.

9.2. Evaluacion de la combinacién de secuencias seleccionadas

Después de una ronda de seleccién, se obtuvo una combinaciéon de secuencias (supuestamente agentes de unién)
que portan una marca RGS-His6. Esta combinacién se tradujo in vitro usando un extracto de E. coli S30, y se
ensayo su actividad de unién por ELISA usando un conjugado anti-RGS-marca His6-HRP. Se detectd una actividad
de union en la combinacion de seleccion frente al fragmento Fc inmovilizado de forma pasiva, y no se observo sefial
de union frente a BSA, Neutravidina y Estreptavidina (no mostrado). Este resultado sugiere que la combinacion de
agentes de union es probablemente especifica del fragmento Fc y que no hay contribucion significativa de
Neutravidina o Estreptavidina a la actividad de unién.
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También se realizdé un ELISA de competicion con esta combinacion traducida para evaluar de forma aproximada la
afinidad promedio de los agentes de unién seleccionados. En este experimento, la traduccidén se pre-incubd con
varias concentraciones de fragmento Fc antes de la incubacion en la placa ELISA en la que estaba inmovilizado el
fragmento Fc. Como se muestra en la figura 20, pudo inhibirse el 20% y el 70% de la sefial con 10 nM y 100 nM de
Fc, respectivamente. Este resultado sugiere que la afinidad promedio esperada es de aproximadamente docenas de
nM. Este intervalo en la afinidad es similar a lo observado para la seleccién con PulD-N.

Ejemplo 10: Automatizacion de la tecnologia

Para aumentar el potencial de la tecnologia descrita anteriormente, se transfiere el protocolo de seleccion por
presentacién en ribosoma (figura 21) a una plataforma automatizada para el posterior ensayo simultaneo y rapido de
numerosas dianas (aun usando la biblioteca 14, o cualquier otra biblioteca, por ejemplo partiendo de una proteina
OB-fold diferente de Sac7d).

Se ha equipado completamente un robot Tecan Gemini 150 para este propdsito. Este estacion comprende: varios
bloques de calentamiento/refrigeracion/agitacion, un termociclador MJ research para estacion automatizada con tapa
motorizada, todos los accesorios necesarios para realizar las configuraciones de reaccion, limpiezas de ARN y ADN
asi como para medir las concentraciones de acidos nucleicos con un lector de microplaca integrado. El objetivo es
conseguir una ronda de seleccién sin intervencion manual en absoluto. La intervencién manual seria necesaria
solamente entre las rondas de seleccién ya que tienen que remplazarse muchos residuos plasticos al final de un
ciclo. Las selecciones manuales por presentaciéon en ribosoma (figura 21) son repetitivas (cinco rondas; necesarias
para enriquecer los agentes de union), exigentes (muchas etapas de transcripcién, traduccion, PCR, RT-PCR) y por
lo tanto largas para muchas dianas, o incluso no manejables para mas de cuatro dianas por un técnico de
experimentacion. Por tanto, existe una gran ventaja practica en realizar selecciones usando un robot. Después de la
validacién del protocolo de seleccidon en la estacidon robdtica (con diana PulD), es posible seleccionar agentes de
union frente hasta 48 dianas en una escala de tiempo de una o dos semanas.

Discusién

Los inventores exploraron los beneficios potenciales de lo que la evolucion ha conseguido con OB-fold durante
millones de afios para adaptar este plegamiento a la unién a una amplia diversidad de ligandos: iones metalicos,
azucares, acidos nucleicos (ARN, ADN mono y bicatenario) y proteinas. Fueron capaces de mostrar que un miembro
de la familia OB-fold puede de hecho convertirse de reconocimiento de ADN en reconocimiento de proteina por
evolucion in vitro. Esto condujo satisfactoriamente a la generacion de agentes de union de alta afinidad, alta
especificidad para una diana dada.

Disefio de bibliotecas de Sac7d

La observacion de que la arquitectura OB-fold esta polarizada, que significa que la cara de unién es siempre la
misma en todas las proteinas OB-fold (Arcus, 2002), posibilitd el disefio de bibliotecas de variantes de Sac7d que
retenian las propiedades biofisicas favorables de la proteina de tipo silvestre. Diferentes proteinas OB-fold pueden
mostrar variacion sustancial en las longitudes de los bucles 1, 3 y 4 (figura 1b y 2), que a menudo estan implicadas
en la unién al ligando. Aunque la mayoria de las estructuras usadas hasta ahora se basan en la aleatorizacion de
bucles flexibles de forma similar a los de los anticuerpos (Binz et al., 2005), los inventores decidieron mantener las
longitudes originales de los bucles de la proteina Sac7d nativa. Primero postularon que la parte ligeramente céncava
del area de union se adaptaria mejor a la forma globular de proteinas usadas como dianas. Sin embargo, como se
ha presentado anteriormente, la aleatorizacién de los restos de esta area no permitid obtener agentes de union
mejores de alto nanomolar. Esta superficie de unién potencial corresponde a un éarea superficial accesible a
disolvente de aproximadamente 890 A? y esta en el intervalo tipico de asociaciones anticuerpo-proteina (777 + 135
/-\2) (Jones y Thornton, 1996). Por tanto, esta superficie deberia ser suficiente para proporcionar suficiente energia
de interaccion para obtener agentes de union monoméricos con alta afinidad. Entonces se ensayo la extension del
area de union potencial con tres sustituciones mas.

Seleccion con bibliotecas de Sac7d

Se realizaron satisfactoriamente selecciones de agentes de unién frente a diferentes dianas usando presentacion en
ribosoma. En contraste a las selecciones con bibliotecas de scFv virgenes completamente sintéticos, para las que
eran necesarias de 5 a 6 rondas para el enriquecimiento (Hanes et al., 2000), se observé un enriquecimiento
significativo casi después de la tercera ronda con bibliotecas de Sac7d. Esto podria explicarse por un plegamiento
mas eficaz de Sac7d en comparacién con anticuerpos, ya que no requiere ni formacioén de enlaces disulfuro para
alcanzar su estado nativo ni la asociacion correcta de dos dominios estructurales ligados (como para fragmentos
scFv) para ser funcional. La elevada tasa de enriquecimiento es similar a la descrita para la estructura DARPIn (Binz
et al.,, 2004a). Finalmente, los resultados de las selecciones frente a PulD-N demuestran que las bibliotecas
contienen suficiente diversidad funcional para proporcionar diferentes agentes de unién capaces de reconocer una
misma proteina diana. Esto valido el disefio de bibliotecas de Sac7d de acuerdo con la invencion.
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Propiedades de agentes de union seleccionados

La caracterizacion de los agentes de unidn monoméricos seleccionados frente a PulD-N mostré6 que pueden
obtenerse afinidades picomolares con bibliotecas de Sac7d. Estas afinidades estan entre las mayores obtenidas con
una proteina estructural sin la necesidad de una etapa de maduracién de afinidad (para una revision, véase (Hosse
et al., 2006) y referencias en el mismo). Las cinéticas de las uniones también fueron remarcables, con tasas de
asociacion de aproximadamente 2 10" M5 que clasifican los agentes de uniéon para PulD-N en el intervalo
superior de tasas de asociacion limitadas por difusion para interacciones proteina-proteina (Gabdoulline y Wade,
1997). Las tasas de asociacidon no parecen estar electrostaticamente asistidas. Por tanto, las elevadas tasas de
asociacion podrian explicarse por la forma "preformada" del agente de unién que concuerda geométricamente con la
diana sin la necesidad de cambios conformacionales.

Las altas afinidades obtenidas estan asociadas con una especificidad muy elevada. Los inventores han demostrado
que cualquiera que sea el contexto (extracto crudo o membranas de E. coli) y el enfoque (inmunotransferencia o
cromatografia de afinidad), todos los agentes de unién ensayados fueron capaces de discriminar la diana entre miles
de proteinas diferentes. Esta rigurosa especificidad podria estar relacionada con la rigidez de la estructura que evita
ligeras adaptaciones a diferentes dianas. Ademas, las docenas de agentes de unioén seleccionados demostraron ser
especificos de diana en ensayos ELISA, lo que indica que la presidén de seleccién aplicada era suficiente para
deshacerse de las moléculas adhesivas.

Los rendimientos de proteinas recombinante para las variantes (hasta 200 mg/l de cultivo de E. coli) fueron mucho
mayores que los presentados para Sac7d (aproximadamente 10-15 mg/l). Esta diferencia puede explicarse por la
lisis que sucede pocas horas después de la induccién de la expresion del gen sac7d de tipo silvestre. Esta toxicidad
se debe probablemente a perturbaciones de las vias de regulacion inducidas por la unién de Sac7d al genoma de E.
coli, ya que Sac7d es una proteina de union a ADN general. Esta limitacion no se observa para variantes, lo que
sugiere que las variantes habian perdido de hecho su propiedad de unién a ADN.

La estabilidad termodinamica observada para tres variantes es muy similares a otras varias proteinas de termdfilos
(Kahsai et al., 2005) y la estabilidad térmica de los agentes de unidn permanecioé cercana a la de Sac7d de tipo
silvestre. El clon 6, el clon menos estable analizado, siguié siendo una proteina termoestable con una T, de
aproximadamente 68°C a pH 5,6, una Tr, en 8°C inferior en comparacién con la de pH 7,0. Por tanto, parece que a
pesar de los valores variables de T, observados de un clon a otro, globalmente el disefio de biblioteca descrito
anteriormente, combinado con el uso de una proteina de un origen extremofilo, condujo a la generacion de proteinas
muy estables con las propiedades deseadas de reconocimiento.

Unién in vivo e inhibicién intracelular de secrecion de pululanasa

Las tres quimeras Sac7*-PhoA que se ensayaron se unieron a PulD de longitud completa monomérico. Sac7*40-
PhoA y Sac7*33-PhoA se unieron bien a PulD dodecamérico, lo que indica que sus epitopos permanecen
accesibles. En contraste, Sac7*6-PhoA se union solo débilmente a dodecameros de PulD pero tenia la mayor
afinidad por PuID-N in vitro, lo que indica que su epitopo esta parcialmente enmascarado tras la multimerizacion y es
diferente de los reconocidos por Sac7*40 y Sac7*33. Los experimentos de competicion ITC indicaron que los
epitopos reconocidos por Sac7*6 y Sac7*40 son idénticos o solapan (datos no mostrados). Las diferencias en los
efectos in vivo de estos dos agentes de unidn, cuando estan fusionados a PhoA, sugieren que su epitopos se
solapan.

Las tres variantes Sac7*-PhoA evitaron la multimerizacion de PulD y abordaron mondémeros de PulD para la
degradacion por proteasas de la envuelta, bloqueando de este modo la secrecion de pululanasa. Evidencias previas
indicaron que el dominio N no influye en la multimerizacion de PulD (Guilvout et al., 2006). La dimerizacién de PhoA
en Sac7*-PhoA podria causar impedancia estérica y consecuente mal posicionamiento de los monémeros de PulD.
Los niveles de secrecion en las cepas que producen Sac7*-PhoA permanecieron muy bajos cuando el nivel de PulD
producido se aumentaba y se inactivaban las proteasas de la envuelta (Fig. 14B). La baja secrecién podria deberse
a la presencia de solamente unos pocos dodecameros de PulD, oclusion de los canales, 0 enmascaramiento de un
sitio esencial de interaccion con el sustrato (Shevchik et al., 1997) u otro componente de secrecion (Possot et al.,
2000) por las quimeras unidas.

La reduccién del nivel de Sac7*33 o Sac7*40 (eliminando la induccién por IPTG) no disminuyé su efecto sobre la
secrecion o multimerizacion de PulD, pero Sac7*6-PhoA estaba casi sin efecto en estas condiciones (Fig. 14C),
aunque era al menos tan abundante como las otras quimeras (Fig. 14A). Dos diferentes escenarios podrian explicar
esta observacion. Primero, el Sac7*6-PhoA altamente abundante se une a casi todos los monémeros de PulD y evita
su multimerizacion. Sin embargo, cuando los niveles de Sac7*6-PhoA son inferiores, no puede competir de forma
eficaz con las interacciones mondmero-monémero de PulD, y suficientes multimeros se ensamblan para permitir una
secrecion eficaz. La afinidad aparentemente inferior de Sac7*6-PhoA por PulD dodecamérico es insuficiente para
evitar la secrecion. Segundo, la unién de la chaperona PulS a monémeros de PulD, un pre-requisito para su correcto
direccionamiento a la membrana externa (Guilvout et al., 2006; Hardie et al., 1996), evita la unién de Sac7*6-PhoA y
permite la correcta multimerizacion. Es este escenario, el resultado depende de la proteina que se una primero a
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PulD, PulS o Sac7*6-PhoA. Ambos escenarios estan en acuerdo con el hecho de que el epitopo reconocido por
Sac7*6 esta fuertemente enmascarado tras la multimerizacién de PulD, lo que sugiere que esta en una interfaz entre
dos monémeros.

Aplicaciones biotecnoldgicas potenciales

Estos agentes de uniéon retenian la mayoria de las propiedades biofisicas muy favorables en una estructura
alternativa a los anticuerpos. Sus propiedades son similares a las alternativas previamente propuestas a los
anticuerpos tales como aficuerpos (Nord et al., 1997), fibronectina (Xu et al., 2002), o anquirinas (Binz et al., 2004a).
De hecho, se expresan muy bien en E. coli (en el citoplasma o el periplasma), son estables, solubles, son capaces
de reconocer una diana proteica con alta afinidad y alta especificidad, y pueden fusionarse de forma funcional con
diferentes proteinas indicadoras (PhoA y GFP). En otras palabras, son baratos de producir, faciles de purificar y
manipular. Esto abre la puerta a varias aplicaciones biotecnoldgicas.

Ademas, su tamafio muy pequefio, tres o diecinueve veces mas pequefio que un scFv o una IgG, respectivamente,
los hace candidatos ideales para el disefio de proteinas quiméricas en las que son necesarios modulos de union
manteniendo al mismo tiempo un tamafio razonable. También es concebible ligar varios agentes de unién con
diferentes especificidades y, por tanto, construir fusiones con multiples especificidades. Otra ventaja de los agentes
de unién pequefios tales como Sac7d es su capacidad potencial de unirse a epitopos enterrados que son
estéricamente inaccesibles a los anticuerpos naturales o sus fragmentos.

Puede apreciarse que la capacidad de los agentes de union de unirse a proteinas diana no esta limitada a dianas
con un alto peso molecular. De hecho, los resultados ya obtenidos, ademas de los referentes a PulD, muestran que
el banco desarrollado a partir de Sac7d ha permitido el aislamiento de clones que se unen especificamente a tres
nuevas dianas, que cubren un amplio intervalo de pesos moleculares (Lisozima = 14,3 kDa, GarA = 17,3 kDa, PknG
= 81,6 kDa). La expresion de estos agentes de unién en E. coli es muy superior a los niveles observados para
fragmentos recombinantes de anticuerpo. Las afinidades obtenidas son del orden de nM sin seleccién basada en
valores largos de Ko (seleccion por disociacion), debido a la escasez de tiempo. Esta etapa de seleccién se necesita
para obtener afinidades sub-nanomolares, y se esta realizando actualmente.

Para abordar como de especificos podrian ser los agentes de unién de PulD, los inventores ya han demostrado que
podrian usarse para el desarrollo de reactivos de deteccion. Por ejemplo, se pueden conseguir ELISA de una etapa
o transferencias de Western por fusién de agentes de unién a fosfatasa alcalina. Otro ejemplo es el uso de fusiones
con GFP para la deteccién in vitro que allana el camino a la localizacion intracelular in vivo. También se demostrd
que puede realizarse cromatografia de afinidad con estos agentes de unién y que puede purificarse una proteina
hasta homogeneidad por purificacién de una etapa. Otras aplicaciones podrian usar estos agentes de union, tales
como series de chip de proteina, biosensores o knock out in vivo conmutable por ejemplo.

Conclusiones

La estrategia de usar una proteina OB-fold para obtener agentes de unién capaces de reconocer proteinas diana
con alta afinidad y especificidad muy fina se validé satisfactoriamente por los resultados anteriores. El punto de
partida fue Sac7d, una proteina de unién a ADN general. Sac7d y sus derivados son ahora capaces de reconocer
dos familias estructuralmente no relacionadas de ligandos: ADN y proteinas. Por tanto, los inventores han
reproducido in vitro la adaptacion de la unién de un OB-fold para una diana dada, tal como ya ha conseguido la
naturaleza. Por lo tanto es concebible, que Sac7d también pueda adaptarse a otros ligandos conocidos de proteinas
OB-fold, tales como ADN monocatenario, ARN o azucares. Ademas de su uso potencial en experimentos de
knockout funcional, estos agentes de unién podrian usarse para cromatografia de afinidad, deteccién, experimentos
de localizacion in vivo, etc. De hecho, las propiedades biofisicas favorables de estos agentes de union, junto con su
facil fusidon a diferentes proteinas indicadoras y su pequefio tamario (3 y 19 veces mas pequefios que scFv e IgG,
respectivamente), podrian facilitar estas aplicaciones.
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<211>72
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador SDA_MRGS

<400> 18

agaccacaac ggtttcectc tagaaataat tttgtttaac tttaagaagg agatatatcc

atgagaggat cg

<210> 19
<211>63
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador SClib1

<400> 19

ggagatatat ccatgagagg atcgcatcac catcaccate acggatccgt caaggtgaaa

ttc

<210> 20
<211>63
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador SClib2

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223>sesgocC

<220>

<221> misc_feature
<222> (25).. (26)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc feature
<222> (27)..(27)
<223>sesgocC

<220>

<221> misc_feature
<222> (28)..(29)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (30).. (30)
<223>sesgoc

ES 2536 509 T3
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<400> 20

ggatcegbca aggtgaaatt cnnsnnsnns ggcgaagaaa aagaagtgga cactagtaag

atc

<210> 21
<211>78
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador SClib3

<220>

<221> misc_feature
<222>(19)..(19)
<223>sesgoc

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(25)
<223>sesgoc

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(27)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(31)
<223>sesgocC

<220>

<221> misc_feature
<222> (32)..(33)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (40)..(40)
<223>sesgoc

<220>

<221> misc_feature
<222> (41).. (42)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (46).. (46)
<223>sesgoc

<220>

<221> misc_feature
<222> (47)..(48)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature
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<222> (52)..(52)
<223>sesgocC

<220>

<221> misc_feature
<222> (53)..(54)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (55).. (55)
<223>sesgoc

<220>

<221> misc_feature
<222> (56)..(57)
<223>nesa,c,got

<400> 21

cttgoogttg teogtogtasn naaasnncac somthbtgces nnacgsnnaa csmnsnngat

cttactagtg tocactte

<210> 22
<211> 66
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador SClib4

<220>

<221> misc_feature
<222> (28)..(28)
<223>sesgocC

<220>

<221> misc_feature
<222> (29)..(30)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (34)..(34)
<223>sesgocC

<220>

<221> misc_feature
<222> (35)..(36)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (40)..(40)
<223>sesgoc

<220>

<221> misc_feature
<222> (41)..(42)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature
<222> (46)..(46)
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<223>sesgocC

<220>

<221> misc_feature
<222> (47)..(48)
<223>nesa,c,got

<400> 22

taataactct tteggggcat ctttctosnn cacspngces nngeesnnct tgcecgttgte

gtcgta

<210> 23
<211> 64
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador SClib5

<400> 23

ccatataaag ctttttctcg cgttccgeac gogotaacat atctaataac tetttcggygg

catc

<210>24
<211>39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador SClink

<400> 24
gcggaacgcg agaaaaagct ttatatggcc tcgggggcec 39

<210> 25
<211>45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador T7B

<400> 25
ccgcacacca gtaaggtgtg cggtttcagt tgccgcttte tttct 45

<210> 26
<211>33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador SCPhoAF

<400> 26
attaatggta ccggatccgt gaaggtgaaa ttc 33

<210> 27
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

38
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<220>
<223> Cebador SCPhoAR

<400> 27
ataattgagc tctaagcttt ttttcacgct ccgcac 36

<210> 28

<211> 64

<212> PRT

<213> Sulfolobus sp.
<400> 28

Met Ala Thr Val Lys Phe Lys Tyr Lys Gly Glu Glu Lys Glu Val Asp
1 5 : 10 15

Iie Ser Lys JTle Lys Lys Val Trp Arg Val Gly Lys Met Ile Ser Phe
20Q. 25 30

Thr Tyr Asp Glu Gly Gly Gly Lys Thr Gly Arg Gly Ala Val Ser Glu

35 40 45
Lys Asp Ala Pro Lys Glu Leu Leu Gln Met Leu Glu Lys Gln Lys Lys
S0 55 60
<210> 29
<211> 89
<212> PRT

<213> Escherichia coli
<400> 29

Met Lys Lys Met Phe Met Ala Val Leu Phe Ala Leu Val Ser Val Asn
1 5 :

Ala Met Ala Ala Asp Cys ARla Lys Gly Lys Ile Glu Phe Ser Lys Tyr
20 25 30

Agn Glu Asp Asp Thr Phe Thr Val Lys Val Asp Gly Lys Glu Tyr Trp
35 - 40 45

Thr Ser Arg Trp Asn Leu Gln Pro Leu Leu Gln Ser Ala Gln Leu Thr
50 55 60

Gly Met Thr Val Thr Ile Lys Ser Ser Thr Cys Glu Ser Gly Ser Gly
65 70 75 80

Phe Ala Glu Val Gln Phe Asn Asn Asp
85

<210> 30

<211>128

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

39
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Met Ser Leu Arg Leu Asp Thr Thr

1 5

Leu His Ala Leu Gln Val Leu Leu

20

Leu Rla Ser Ser Thr Lys Gly Gln

35

40

Lys Glu Glu Ser Leu Asp Ser Asp

50

55

Cys Ile Lys Thr Thr Ser Gly Ile

65

70

Glu Val Ile Gly Lys Gly Thr His

85

Thr Leu Lys Asp Gly Arg Lys Ile Cys Leu Asp Pro Asp Ala
110

100

Ile Lys Lys Ile Val Gln Lys Lys Leu Ala Gly Asp Glu Ser

115

<210> 31

<211> 142

<212> PRT

<213> Azotobacter vinelandii

<400> 31

120

40

Pro Ser
10

Leu Leu
25
Thxr Lys

Leu Tyr

His Pro

Cys Asn Glon Val Glu Val

g0

105

Cys Asn
Ser Leu
Arg Asn

Ala Glu

60

Ser Ala

Leu Leu
30

Leu Ala
45

Leu Arg

Lys Asn Ile Gln

75

125

Arg

15

Thr

Lys

Cys

Ser

Pro

Ala

Gly

Met

Leu
80

Ile Ala

95

Pro Arg

Ala Asp
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Met

Lys

Asp

Leu

Leu

65

Leu

Val

Lys

Ala

<210> 32
<211>14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Enlazador peptidico

<400> 32

1

<210> 33
<211>65
<212> PRT

<213> Sulfolobus sp.

<400> 33

Lys

Glu

Lys

Ala
‘50

Leu

Thr

Thr

Glu

Val
130

Ile

Gly

Leu

35

Ala

Met

Gly

Ala
115

Ile

Ser

Ala

20

Ala

Gly

Thr

Thr

Ala

100

val

Lys

Ala

5

Val

Ala

Lys

Asp

Val

Leu

Ala

Ala

ES 2536 509 T3

Arg

Asn

Val

Glu

Ser

70

Lys

Gln

Glu

Ser

Asn

Ala

Val

Val

55

Ser

Thr

Gly

Leu

Asn
135

Val

Glu

Thr

40

Val

Gly

Ile

Gly

Gly

120

Val

41

Bhe

Val

Leu

Ala

Tyr

Glu

Thr

105

Leu

Ile

Lys
1¢

Asp

Glu

Val

Arg

Thr

80

Glu

Lys

Leu

Gly

Ile

Ser

Val

Leu

75

Gly

Ile

Pro

Gly

Thr

Leu

Ala

Lys

60

Ser

Ala

Thr

Gly

Val
140

Val

Leu

Arg

45

Ala

Val

Ser

Ala

125

Pro

Ser

Gly

Ser

Pro

Arg

Asn

Met

110

Ser

Ala

Ala

15

Gly

Leu

Trp

Ala
95

Val

Ala

Lys Leu Gly Ser Ala Gly Ser Ala Ala Gly Ser Gly Glu Phe
5 10

Leu

Gly

Gln

Val

Ile

80

Glu

Thr

Ser
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Val Lys Val Lys Phe Lys Tyr Lys Gly Glu Glu Lys Glu Val Asp Thr
1 5 10 15

Ser Lys Ile Lys Lys Val Trp Arg Val Gly Lys Met Val Ser Phe Thr
20 25 30

Tyr Asp Asp Asn Gly Lys Thr Gly Arg Gly Ala Val Ser Glu Lys Asp
35 40 15

Ala Pro Lys Glu Leu Leu Asp Met Leu Ala Arg Ala Glu Arg Glu Lys
50 55 : 60

Lys
65

<210> 34

<211> 63

<212> PRT

<213> Sulfolobus acidocaldarius

<400> 34

Lys Val Arg Phe Lys Tyr Lys Gly Glu Glu Lys Glu Val Asp Thr Ser
1 5 10 15

Lys Ile Lys Lys Val Trp Arg Val Gly Lys Met Val Ser Phe Thr Tyr
20 25 30

Asp Asp Asn Gly Lys Thr Gly Arg Gly Ala Val Ser Glu Lys Asp Ala
35 40 45

Pro Lys Glu Leu Met Asp Met Leu Ala Arg Ala Glu Lys Lys Lys
50 85 60

<210> 35

<211>63

<212> PRT

<213> Sulfolobus tokodaii

<400> 35

Val Thr Val Lys Phe Lys Tyr Lys Gly Glu Glu Lys Glu Val Asp Ile
1 5 10 15

Ser Lys Ile Lys Lys Val Trp Arg Val Gly Lys Met Ile Ser Phe Thr
: 20 25 30

Tyr Asp Asp Asn Gly Lys Thr Gly Arg Gly Ala Val Ser Glu Lys Asp
35 40 45

i

Ala Pro Lys Glu Leu Leu Gln Met Leu Glu Lys Ser Gly Lys Lys
50 55 60

42



10

15

20

25

ES 2536 509 T3

<210> 36

<211> 62

<212> PRT

<213> Sulfolobus shibatae

<400> 36

Val Thr Val Lys Phe Lys Tyr Lys Gly Glu Glu Lys Glu Val Asp Thr
1 5 - 10 15

Ser Lys Ile Lys Lys Val Trp Arg Val Gly Lys Met Ile Ser Phe Thr
20 25 ’ 30

Tyr BAsp Glu Gly Gly Lys Thr Gly Arg Gly Ala Val Ser Glu Lys Asp
35 40 45

Ala Pro Lys Glu Leu Leu Gln Met Leu Glu Lys Gln Lys Lys
50 55 60

<210> 37

<211> 60

<212> PRT

<213> Sulfolobus solfataricus

<400> 37
Val Lys Phe Lys Tyr Lys Gly Glu Glu Lys Glu Val Asp Ile Ser Lys
1 5 10 15

Ile Lys Lys Val Trp Arg Val Gly Lys Met Ile Ser Phe Thr Tyr Asp
20 25 30

Glu Gly Gly Lys Thr Gly Arg Gly Ala Val Ser Glu Lys Asp Ala Pro

35 40 a5

Lys Glu Leu Leu Gln Met Leu Glu Lys Gln Lys Lys
50 55 60

<210> 38

<211>60

<212> PRT

<213> Sulfolobus shibatae

<400> 38

43
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Val Lys Phe Lys

Ile Lys Lys Val
20

Glu Gly Gly Lys
35

Lys Glu Leu Leu
50

<210> 39
<211>65
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Aglutinante

<400> 39

Val Lys Val Lys
1

Ser Lys Ile Arg
20

Tyr Asp Asp Asn
35

Ala Pro Lys Glu

Lys
65

<210> 40
<211>65
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Aglutinante

<400> 40

Tyr

Trp

Thr

Gln

Phe

His

Gly

Leu

ES 2536 509 T3

Lys

Arg

Gly

Met

Val

Val

Lys

Leu

Gly

Val

Arg

Leu
55

Leu

Tyr

Leu

Asp

Glu

Gly

Gly

40

Glu

Gly

Arg

Gly

40

Met

44

Glu
Lys
25

Ala

Lys

Gly
Tyr
25

Leu

Leu

Lys
10 .
Met

val

Gln

Glu
10
Gly

Gly

Ala

Gln

Ile

Ser

Lys

Glu

Lys

Leu

Arg

Val

Ser

Glu

Lys
60

Lys

His

Val

Ala
60

Asp Ile Ser Lys
15

Phe ‘I‘hr‘ Tyr Asp
30

Lys Asp Ala Pro
45 '

Glu Val Asp Thr
15

Val Thr Phe Ser
30

Lys Glu Lys Asp
45

Glu Arg Glu Lys
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Val Lys Val Lys Phe Trp Gly Ser
1 5
Ser Lys Ile Arg Ser Val Gly Arg
20 :
Tyr Asp Asp Asn Gly Lys Asn Gly
35 . 40
Ala Pro Lys Glu Leu Leu Asp Met
50 55
Lys
65
<210> 41
<211> 65
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Aglutinante
<400> 41
Val Lys Val Lys Phe Thr Val Leu
1 oo 5
Ser Lys Ile Leu Arg Val Ala Arg
20
Tyr Asp Asp Asn Gly Lys Ile Gly
35 40
Ala Pro Lys Glu Leu Leu Asp Met
5¢ 55
Lys
65
<210> 42
<211>65
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Aglutinante
<400> 42

45

Gly

dMet

25

Tyr

Leu

Gly

Tyr

25

Tyr

Leu

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Gly

Gly

Ala

Glu

Lys

Val

Arg

Glu

Lys

Leu

Axrg

Lys

Leu

Val

Ala
60

Lys

Ala

Val

Ala
60

Glu

Val

Asp

45

Glu

Glu

Val

Ile

Glu

Val

Ala

30

Glu

Arg

Val

Cys

30

Glu

Axg

Asp
15

Phe

Lys

Glu

Asp
15

Phe

Lys

Glu

Thx

Arg

Asp

Lys

Thr

Arg

Asp

Lys
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Val Lys Val Lys Phe Thr Trp Tyr Gly Glu Glu Lys Glu Val Asp Thr
1 5 10 15

Ser Lys Ile Met Ser Val Cys Arg Trp Gly Lys Arg Val Ala Fhe Ser
20 25 30

Tyr Asp Asp Asn Gly Lys Ile Asp Tyr Gly Leu Val Asp Glu Lys Asp
35 40 45

Ala Pro Lys Glu Leu Leu Asp Met Leu Ala Arg Ala Glu Arg Glu Lys

50 : 55 60
Lys
65
<210> 43
<211> 61
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Aglutinante
<400> 43
Val Lys Val Lys Phe Cys Trp Glu Gly Glu Glu Lys Glu Val Asp Thr
1 5 10 15
Ser Lys Ile Arg His Val Tyxr Arg Tyr Gly Lys Tyr Val Thr Phe Ser
20 25 30
Tyr Asp Asp Asn Gly Lys Leu Gly Leu Gly Leu Val Asn Glu Lys Asp
3t 40 45
Ala Pro Lys Giu Leu Leu Asp Met Leu Ala Arg RAla Ala
50 55. €0
<210> 44
<211>65
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Aglutinante
<400> 44

46



10

15

20

ES 2536 509 T3

Val Lys Val Lys Phe Gly

Ser Lys Ile Met Ser Val
20

Tyr Asp Asp Asn Gly Lys
35

Ala Pro Lys Glu Leu Leu
50

Lys
65

<210> 45
<211>65
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Aglutinante

<400> 45

Val Lys Val Lys Phe Val
1 5

Ser Lys Ile Met Ser Val
20

Tyr Asp Asp Asn Gly Lys
35

Ala Pre Lys Glu Leu Len
50

Lys

65
<210> 46
<211>65

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Aglutinante

<400> 46

Glu

Val

Ala

Asp
55

Met

Val

Ala

Asp
S5

His

Arg

Gly

10

Met

Ser

Arg

Gly

Met

Gly Glu Glu Lys
10

Phe Gly Lys Trp
25

Tyr Gly Ala Val

Leu Ala Arg Ala
60

Gly Glu Glu Lys
10

Phe Gly Lys Trp
25

Tyr Gly Ala Val

Leu Ala Arg Ala
€0

47

Glu

Val

Leu

45

Glu

Glu

Val

Leu

45

Glu

Val

Cys

30

Glu

Arg

Val

Cys

30

Glu

Arg

Asp

Fhe

Lys

Glu

Asp

Phe

Lys

Glu

Thr

Arg

Asp

Lys

Thr

Arg

Asp

Lys
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Val Lys Val Lys Phe Glu Ile Ser Gly Glu Glu Lys Glu Val Asp Thr
1 5 10 _ 15

Ser Lys Ile Ser Ser Val Ala Arg Leu Gly Lys Leu Val Ala Fhe Arg
20 25 30

Tyr Asp Asp Asn Gly Lys Thr Gly Tyr Gly Val Val Pro Glu Lys Asp
35 40 45

Ala Pro Lys Glu Leu Leu Asp Met Leu Ala Arg Ala Glu Arg Glu Lys

<210> 47
<211> 68

50 55 60

Lys
65

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> D5_GarA

<400> 47

Gly Ser Val Lys Val Lys Phe Leu Tyr Leu Gly Glu Glu Lys Glu Val
i . 5 10 15

Asp Thr Ser Lys Ile Trp Phe Val Met Arg Ala Gly Lys His Val Tyr
20 25 30

Phe Gln Tyr Asp Asp Asn Gly Lys Tyr Gly Ile Gly Trp Val Arg Glu
35 40 - 45

Lys Asp Ala Pro Lys Glu Leu Leu Asp Met Leu Ala Arg Ala Glu Arg
50 55 60

Glu Lys Lys Leu
65

48
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REIVINDICACIONES

1. Una biblioteca combinatoria de variantes de una proteina OB-fold, en la que de 5 a 32, preferiblemente de 8 a 20,
y mas preferiblemente de 11 a 16 restos de la interfaz de unién de una proteina OB-fold con su ligando nativo se han
sustituido aleatoriamente, en la que dicha proteina OB-fold es Sac7d o Sac7e de Sulfolobus acidocaldarius, o
Sso7d, de Sulfolobus solfataricus, o DBP 7 de Sulfolobus tokodaii, o Ssh7b de Sulfolobus shibatae, o Ssh7a de
Sulfolobus shibatae, o p7ss de Sulfolobus solfataricus, en la que dichos restos que se aleatorizan en dichas
variantes se seleccionan entre los restos correspondientes a V2, K3, K5, K7, Y8, K9, G10, E14, T17, K21, K22, W24,
V26, G27, K28, M29, S31, T33, D36, N37, G38, K39, T40, R42, Ad44, S46, E47, K48, D49, A50 y P51 de Sac7d.

2. La biblioteca combinatoria de la reivindicaciéon 1, en la que dichas variantes comprenden adicionalmente una
insercién de 1 a 15 restos aminoacidicos aleatorios en el bucle 3 y/o una insercién de 1 a 15 restos aminoacidicos
aleatorios en el bucle 4, y/o una insercidn de 1 a 20 restos aminoacidicos aleatorios en el bucle 1.

3. La biblioteca combinatoria de la reivindicacién 1 o 2, en la que 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18 restos se
aleatorizan, elegidos entre los restos correspondientes a K7, Y8, K9, K21, K22, W24, V26, K28, M29, S31, T33, K39,
T40, R42, Ad4, S46, E47 y K48 de Sac7d.

4. La biblioteca combinatoria de la reivindicacién 3, en la que 11, 12, 13, 14, 15 o 16 restos se aleatorizan, elegidos
entre los restos correspondientes a K7, Y8, K9, K21, K22, W24, V26, K28, M29, S31, T33, K39, T40, R42, Ad44 y S46
de Sac7d.

5. La biblioteca combinatoria de la reivindicacién 4, en la que los restos aleatorizados en dichas variantes
comprenden al menos los restos correspondientes a K7, Y8, K9, W24, V26, M29, S31, T33, R42, A44 y S46 de
Sac7d.

6. La biblioteca combinatoria de la reivindicacion 5, en la que solamente los restos correspondientes a K7, Y8, K9,
W24, V26, M29, S31, T33, R42, A44 y S46 de Sac7d se aleatorizan en dichas variantes.

7. La biblioteca combinatoria de la reivindicacion 6, en la que uno, dos o tres restos adicionales seleccionados entre
los correspondientes a K21, K22 y T40 de Sac7d se aleatorizan también en dichas variantes.

8. La biblioteca combinatoria de la reivindicacion 7, en la que los restos correspondientes a K7, Y8, K9, K21, K22,
W24, V26, M29, S31, T33, R42, A44 y S46 de Sac7d se aleatorizan en dichas variantes.

9. La biblioteca combinatoria de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que de 1 a 15 restos aminoacidicos
aleatorios se insertan en la region correspondiente a los aminoacidos en la posicion 25 a 30 de Sac7d,
preferiblemente entre G27 y K28, y/o de 1 a 15 restos aminoacidicos aleatorios se insertan en la region
correspondiente a los aminoécidos en la posicion 35 a 40 de Sac7d, preferiblemente entre N37 y G38, y/o de 1 a 20
restos aminoacidicos aleatorios se insertan en la regién correspondiente a los aminoacidos en la posicion 7 a 12 de
Sac7d, preferiblemente entre K9 y G10 en dichas variantes.

10. La biblioteca combinatoria de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que de 1 a 4 restos aminoacidicos
seleccionados entre los restos correspondientes a A59, R60, A61 y E64 de Sac7d se delecionan en dichas
variantes.

11. Un proceso para obtener una molécula que se una especificamente a una diana de interés, que comprende una
etapa de seleccion y aislamiento, en una biblioteca combinatoria de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 10, de una o varias variantes de dicha proteina OB-fold que se une a dicha diana de interés.

12. El proceso de la reivindicacion 11, en el que dicha diana es un péptido, una proteina, un oligosacarido, un ADN
monocatenario, un ADN bicatenario, un ARN, un ién metalico, o un carbohidrato.

13. El proceso de la reivindicacion 11 o 12, en el que dicha etapa de seleccién se realiza por presentacién en
ribosoma.

14. El proceso de la reivindicacion 13, en el que se realizan 2, 3, 4 o 5 rondas de seleccién por presentacion en
ribosoma.

15. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, que comprende adicionalmente una etapa de
caracterizacion de una molécula que se une especificamente a dicha diana.

16. El proceso de la reivindicacion 15, en el que dicha etapa de aislamiento y caracterizacion comprende las
siguientes etapas:
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(i) se transcriben de forma inversa los ARNm de una combinacién seleccionada por presentacion en ribosoma y
se amplifican por PCR, y los ADN resultantes se clonan en vectores de expresion;

(i) se transforman bacterias por dichos vectores de expresion y se cultivan clones individuales; y

(iii) se ensayan las proteinas extraidas de dichos clones bacterianos para su union a la diana.

17. Una proteina, caracterizada porque se une especificamente a GarA, y porque su secuencia es la SEC ID N° 47.

18. Un complejo que consiste en una variante de una proteina OB-fold de partida en el que de 5 a 32 restos en la
interfaz de unién de dicha proteina OB-fold de partida con su ligando nativo se han sustituido, en el que dicha
variante se une a una diana a la que no se une la proteina OB-fold de partida, en el que dicha proteina OB-fold de
partida se elige entre Sac7d o Sac7e de Sulfolobus acidocaldarius, Sso7d, de Sulfolobus solfataricus, DBP 7 de
Sulfolobus tokodaii, Ssh7b de Sulfolobus shibatae, Ssh7a de Sulfolobus shibatae, y p7ss de Sulfolobus solfataricus,
en el que dichos restos sustituidos corresponden a los restos de Sac7d seleccionados entre V2, K3, K5, K7, Y8, K9,
G10, E14, T17, K21, K22, W24, V26, G27, K28, M29, S31, T33, D36, N37, G38, K39, T40, R42, Ad44, S46, E47, K48,
D49, A50 y P51.

19. El complejo de la reivindicacion 18, en el que dicha variante comprende adicionalmente la insercion de 1 a 15
restos aminoacidicos aleatorios en la regién correspondiente a los aminoacidos en la posicion 25 a 30 de Sac7d,
preferiblemente entre G27 y K28, y/o al insercidon de 1 a 15 restos aminoacidicos aleatorios en la region
correspondiente a los aminoacidos en la posicion 35 a 40 de Sac7d, preferiblemente entre N37 y G38, y/o la
insercién de 1 a 20 restos aminoacidicos aleatorios en la region correspondiente a los aminoacidos en la posicion 7
a 12 de Sac7d, preferiblemente entre K9 y G10.

20. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 18 o 19, en el que 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18 restos

seleccionados entre los restos correspondientes a K7, Y8, K9, K21, K22, W24, V26, K28, M29, S31, T33, K39, T40,
R42, Ad4, S46, E47 y K48 de Sac7d estan sustituidos en dicha variante respecto a la proteina OB-fold de partida.

50



ES 2536 509 T3

Figura la

Figura 1b

51



ES 2536 509 T3

) bucle 1

{

..\‘\ ‘:.:“

Sso7d ' Superposicion con Sac7d

Figura 3a

52



ES 2536 509 T3

Toxina Ile tipo Shiga Superposicion con Sac7d

Figura 3b

NAP-2 Superposicion con Sac7d
Figura 3¢

modg Superposicion con Sac7d

Figura 3d

53



ES 2536 509 T3

SacTd VKVKEKYKGEEKEVD TSKIKKVWRVGKMVS FTYDDNCKTGRGAV SEKDAPKELLDMLARAERE - KK
. M...oooKmma
.Q..———.K8G. .

SacTe

DBEP 7

Ssh7b R e KR

= s N e L R LR ] Q.. .KQ-..

Ssh7a === KQ-. .
SDA

120 4 g Unién
a 1M
 10pM
100 - ER
o 501
=
=]
8
g o
c
°
c .
S 40
20 - =1
)
4]
Garh

54



ES 2536 509 T3

q9 eIn31]

uojd

T

|

o

|

(RN il

=

vSaE

NQI40

¥ epuol ap sgndsap N-gind-ljue uolun ap sajuabe ap uolosaeg

wu oye 0d

55



Union relativa

ES 2536 509 T3

25 1 ’ 0 Drak
o & PUD-N
@ GarA 5
2’0 i BSA({- Wl(m'J
1,5 1
E y
o
<
o™
8
150 -
0’5
0,0 + - e O et ZE ;
R4A1 R4.A2 R4A3 R4A4 R4AS R4AB
Figura 6¢
120,0 - ,
£ Unién
100,0 - D10
B2 10nM
© 100 aM
1 1000 nM
8 BSA (- control)
80,0 -
50,0 -
400 {
20’0 b
0 m : e:'e} .

Biblioteca 11 Biblioteca 13

Figura 7

56



ES 2536 509 T3

_
09

mmmmmmmﬁzaﬁmmmm@mm ¥OHOZ LaSAWDI
_
£

{ vINSI,]

b o
1
oF
6€
€
%4
61

e

uﬁi

ELT I T S0 [N

I |
0¢ 0T

| : ‘_
08 Y o€

w g%&Hmm.ﬁa>mmmmwwHM,mm>m> pPLOES

57



ES 2536 509 T3

6 BINST]

vy v OV 6t

€ ¥T 61 9 vy I¥ OF 6€ €€ ¥2 61 9 b ¥ OF 6€ €€ ¥T 61 9

uopo

: — ¢7E

v

— 08

58



UR

100 -

40 -

-20

Pendiente

ES 2536 509 T3

tiempo (s)

Figura 10a

0p

PulD-N (nM)
Figura 10b

59



C, excoss {(kcal/imoli°C)

ES 2536 509 T3

3 T 1] T T
wt Sac‘_ld

Cloa 40
Clom 33

Temperatura (°C)

Figura 11
ng PulD-N
s % N\
2 %
L LP P Ve n S Pob P

A il

3

e g

Figura 12a

60



qg1 em3rg

ES 2536 509 T3

= fas fos ) ooy oot . ooz doi - o'a
L) - @y 6w1 (61§81 EAl i@l Livi G¥i LVi _§v¥( VL 1Vl e i X P °
P! e U —— V1
L S T N O 0 N T T O A A i / i
1 oot ' oo T [ ] 1 .
H H , ! R SR A IO T O T T A ! { il

00T

B00%

Jw‘v %@ SAUOTOORI] ~®¢¢ n%u _ ‘ A o
& <

ave

61



ES 2536 509 T3

Iﬁlpmte'"a {mg) - T oms W nooI e W
= n =
b v
-
S AGEP_ - . itk
-
Pu-C5
B.".-:J"-l-n.:ul 5 1F &0 6 13 &40
PulnF o e ey -
L lls
g n o e *-—H
-
proteina (mg) & 2& 07 FE B OF
Pal PaleGE
Fig 13
Pl * ® * + +  +* * = +*
Sac7-FosfA - 5 " "anad . B ETHCER ane
- -
u Fel
h- L ™
TG .
Pl + - - "
SacT-Fosf. 1 5. 1. "H '.u:u
Teno | . & Y

i - Tl ‘! ¥
Pl —_— :_‘i'_____.__ __.._'—
Secrecion (%) 108 =10

© m:-ﬂ_.."null"

-1 | ) _— _" ..I
— — —

pur™_

Secrecion (%) 18 BEE o = 1l

Fig 14

62



Unién relativa (%)

RIA R5 PknG

ES 2536 509 T3

Figura 15

RIARS Lys

Unién relativa (%)

Figura 16

63




ES 2536 509 T3

1,400

1,200

Lisozima

n wEsA

1,000

0,800

0,600 || .

0,400 ] | i

0,200

0,000 A PP b 1 Pl AL A R TR,
Clon

0,700
0850 G
0?& BSA
0,550
0,500
0,450
0,400
0,350 |1
0,300
0,250
0,200}
0,150
0,100

Clon

DO4&Mam

PP PR RRO IR FCCLPCTEr oS
: Clon

Figura 17

64




ES 2536 509 T3

1 10 20. 73_07 40 50 L sn,
smv«mmemmmvmmvﬁmnmu :_xcxvmnﬁm-:wmmnsm.
ovo... ; .

P | (LT,

.--a...Iv":- -.----«v- J

Lys MO ... ... rﬂl
Lys B2 T i:.... .;IVH‘
Lys.DE.1  ..,..,.I¥H.
Lys DAL .o ... TVHD,.
Ly Bd:l oL FHNG :
Lys HB_1 -.;-...Vm...........l' K T.E: B.L
Lw-a:-l shsass .BLC‘ o TaranE aWoﬂaBlnz .&.ﬂ &

Figura 18

.1 10 20

‘B0 68

Sac? HT
D5_Garf ......-.l..l.._..,,,.--_.-..-
Consenso -4;;»».4’-010;00&----‘

Figura 19

1,000 1

0,900

0,800

0,700 -

0,600 -

0,500 4

DO 450 nm

0,400
0,300 -
0,200 -

0,100 -

0,000

Cuarta ronda Fc
Combinacién
Figura 20

65



ES 2536 509 T3

maw transcripcion e = ST
A traduccion
MRISTN SN, o ——
Biblioteca de ADN
ARNmM
ADN
Tra?ns‘f;z:lon (+ introduccién
+PCR de errores)
o e complejos ARNm-ribosoma-
ARIN'IH & proteina plegada
m
dEIZ‘g(l?ln seleccién

e m

ligando inmovilizado

Figura 21

66



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos


