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DESCRIPCIÓN

Marcadores de afinidad cíclicos producidos biológicamente

La invención se refiere al campo de la expresión, purificación e inmovilización de proteínas recombinantes. En parti-
cular, se refiere a nuevas formas para introducir un marcador de afinidad en una proteína de interés.

Se ha desarrollado una amplia variedad de marcadores de afinidad y se utiliza en todos los aspectos de la biotecno-5
logía. El éxito generalizado de los marcadores de afinidad en todas las ciencias biológicas, ha impulsado el interés 
por el desarrollo de estrategias nuevas y convenientes para el marcado. Los marcadores de afinidad son herramien-
tas bien establecidas para capturar una proteína recombinante, p. ej., en procedimientos de inmovilización y/o purifi-
cación. Más recientemente, estos marcadores se han utilizado para un direccionamiento biológico selectivo hacia la 
detección de proteínas multiplexadas en numerosas aplicaciones de formación de imagen, así como para la adminis-10
tración de fármacos. Los marcadores de afinidad empleados más comúnmente varían desde secuencias de polipép-
tidos cortos, a proteínas completas, lo que puede conferir unos efectos de solubilidad ventajosos. Por ejemplo, pe-
queños epítopos peptídicos tales como marcadores de polihistidina que se pueden unir a quelatos de metal inmovili-
zados, así como el marcador myc y el marcador FLAG, que se pueden unir a anticuerpos inmovilizados, se utilizan 
comúnmente para el aislamiento y la inmovilización de proteínas recombinantes.15

Otro epítopo peptídico pequeño que ha adquirido un amplio uso es el marcador Strep, específico de la estreptavidina 
[Schmidt, et al., Protein Eng. 6 (1993) 109-122; documentos US 2006/0106199 y US 6.841.359]. Las secuencias 
peptídicas que se unen a la estreptavidina se han descubierto mediante el escrutinio de genotecas de péptidos, en 
donde la mayoría, pero no todas ellas contienen el motivo His-Pro-Gln (HPQ). El desarrollo de péptidos de fusión 
con estreptavidina ha ayudado en una variedad de aplicaciones bioquímicas únicas y ha hecho que la estreptavidi-20
na, el análogo no glicosilado bacteriano de la avidina, sea la proteína preferida en muchas aplicaciones de las tecno-
logías de (estrept)avidina-biotina [Keefe, et al., Protein Expr. Purif. 23 (2001) 440-446; Lamla, et al., Protein Expr.
Purif. 33 (2003) 39-47]. Péptidos pequeños, tales como el marcador Strep se pueden expresar fácilmente como 
fusiones con proteínas más grandes, para uso en la purificación u otras aplicaciones de la conjugación. La disponibi-
lidad de estreptavidina marcada, así como de estreptavidina inmovilizada sobre soportes sólidos, ha hecho que 25
estos péptidos sean extremadamente útiles. Empleando la estreptavidina como sistema de modelo de receptor, se 
encontró que motivos Strep peptídicos cíclicos, restringidos por disulfuro, se unen a la estreptavidina con afinidades 
que son hasta 3 veces superiores a las correspondientes a secuencias lineales (Giebel et al., Biochemistry 1995, 34, 
15430-15435). Katz et al. (J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 8541-8547) diseñaron y sintetizaron químicamente pépti-
dos cíclicos que se unían a la estreptavidina que comprendían el motivo CHPQGPPC, en donde el disulfuro se susti-30
tuía por una reticulación tioéter. Los péptidos ligados por la reticulación tioéter mostraron una estabilidad mejorada,
en comparación con su equivalente disulfuro.

De este modo, marcadores de afinidad cíclicos tales como motivos Strep ciclados tienen propiedades ventajosas 
para el uso como un marcador proteínico sobre sus análogos lineales. Sin embargo, en contraste con las proteínas 
de fusión que comprenden proteínas lineales que se pueden obtener simplemente mediante la expresión de proteí-35
nas recombinantes, el suministro de una proteína que comprende un marcador de afinidad cíclico, requiere típica-
mente una modificación química que es altamente indeseable en términos de tiempo, esfuerzo y costes involucra-
dos. La formación espontánea de puentes disulfuro, por lo general carece de especificidad, mientras que los propios 
puentes carecen de estabilidad.

Por tanto, los presentes inventores se propusieron proporcionar métodos alternativos para proporcionar una proteína 40
de interés con un marcador de afinidad ciclado. Se encontró que una secuencia lineal de marcador se puede ciclar 
biológicamente, es decir, no químicamente, si la secuencia del marcador está flanqueada en cada lado por aminoá-
cidos capaces de formar entre sí un enlace covalente después de la acción de una enzima, por ejemplo, a través de
una enzima presente en una célula hospedadora que expresa una estructura artificial que codifica la proteína de 
interés que comprende la secuencia del marcador.45

Por lo tanto, la invención se refiere a un método enzimático para proporcionar una sustancia proteica que compren-
de un polipéptido de interés y un marcador de afinidad cíclico, que comprende las etapas de:

a) proporcionar al menos una sustancia proteica precursora, comprendiendo el precursor dicha proteína de 
interés y al menos un motivo de fórmula general X1-Tag-X2 

en donde X1 y X2 representan aminoácidos cuyas cadenas laterales pueden estar unidas a través de una 50
enzima lantibiótica capaz de formar un puente tioéter entre los residuos X1 y X2, en donde X1 se selecciona 
a partir del grupo que consiste en Dhb, Dha, Thr y Ser y en donde X2 es Cys o Lys; o en donde X1 es Cys o 
Lys y X2 se selecciona a partir del grupo que consiste en Dhb, Dha, Thr y Ser;

Tag es una secuencia de aminoácidos que sirve como marcador de afinidad cuando se cicla, permitiendo di-
cho marcador de afinidad la captura de la sustancia proteica a través de un ligando específico del marcador; y 55
en donde dicho motivo está precedido en posición N-terminal por una secuencia líder lantibiótica;

b) poner en contacto dicho precursor con una enzima lantibiótica LanM, la ciclasa LanC en el caso de una 
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combinación de un deshidroresiduo y una cisteína, o una combinación de una deshidratasa lantibiótica LanB 
y una ciclasa LanC en el caso de que X1 o X2 sea Thr o Ser, permitiendo la formación de un puente tioéter 
entre X1 y X2, introduciendo de este modo una estructura de anillo intramolecular que comprende la secuen-
cia de Tag; y

c) aislar la sustancia proteica ciclada resultante,5

con la condición de que dicho método no implique un método para el tratamiento del cuerpo humano o animal o un 
método de diagnóstico puesto en práctica en el cuerpo humano o animal.

Por lo tanto, la invención se refiere a un método que implica la ciclación mediada por una enzima. Tal y como se 
emplea en esta memoria, la expresión “ciclación mediada por una enzima” se entiende que indica que al menos una 
etapa requerida para la formación del anillo se realiza enzimáticamente, es decir, no químicamente. La etapa en-10
zimática se puede realizar in vivo (mediante una célula hospedadora no humana o no animal) o in vitro. La(s) eta-
pa(s) mediada(s) por una enzima puede(n) incluir una modificación enzimática de residuos de aminoácidos (por 
ejemplo, deshidratación), y/o el cierre enzimático del anillo. La ciclación enzimática puede consistir simplemente en 
la formación enzimática de deshidroalanina altamente reactiva, pero también puede consistir en la acción de la cicla-
sa (Rink, R., 2007. Biochemistry 46:13179-13189).15

En una realización, las etapas a) y b) se llevan a cabo en una célula hospedadora que comprende dicha enzima 
lantibiótica capaz de formar un puente tioéter entre X1 y X2, estando provista dicha célula hospedadora de una se-
cuencia de ácido nucleico que codifica dicha sustancia proteica precursora. También es posible proporcionar la sus-
tancia proteica precursora mediante expresión recombinante y realizar el cierre del anillo poniendo en contacto la 
sustancia con la(s) enzima(s) apropiada(s) in vitro. La etapa c) comprende ventajosamente el uso de un ligando20
inmovilizado, tal como un anticuerpo u otra sustancia proteínica, de la secuencia de Tag ciclado. Por ejemplo, se usa 
adecuadamente la cromatografía de afinidad.

El polipéptido de interés puede ser cualquier molécula proteica, incluyendo un polipéptido biológicamente activo, tal 
como una hormona, un péptido antimicrobiano, un agonista de receptor, un antagonista de receptor o un péptido que 
se une a un receptor sin efecto biológico. La introducción de un puente tioéter mediado por una enzima lantibiótica 25
en un polipéptido de interés no lantibiótico activo (biológicamente), se conoce en la técnica. Véase, p. ej., Kluskens 
et al. J. Pharm. and Exp. Therapeutics, 2009, vol. 328, nº 3; Rink et al., 2007, Biochemistry, vol 46, nº 45, 13179-
13189; documento US 2005/164339. Sin embargo, un polipéptido que comprende un marcador de afinidad ciclado 
con tioéter que permite la captura específica del polipéptido, no se ha descrito ni sugerido nunca hasta la fecha.

De acuerdo con la invención, el posicionamiento de la al menos una secuencia marcadora (motivo) de fórmula gene-30
ral X1-Tag-X2 dentro de la sustancia proteínica en relación con el polipéptido de interés, puede variar. En una reali-
zación, el motivo se inserta en la secuencia de aminoácidos del polipéptido de interés (marcador "interno"). Sin em-
bargo, la inserción de una secuencia extraña puede ser perjudicial para la función de la proteína. Por lo tanto, se 
puede preferir que el motivo se añada al polipéptido de interés, por ejemplo, mediante una fusión N-terminal o C-
terminal (marcador "externo" o "exógeno"). En ese caso, la sustancia proteínica puede comprender un sitio de esci-35
sión entre dicho polipéptido de interés y el, al menos uno, motivo, de tal manera que el motivo se puede eliminar
después de la etapa c) por la acción de la enzima de escisión apropiada para liberar el polipéptido de interés. Sitios 
de corte ejemplares incluyen un sitio de escisión de Factor X o un sitio de escisión Glu-C.

En una realización preferida, la sustancia proteínica es un polipéptido de interés, en donde una porción se sustituye 
por dicho al menos un motivo, de tal manera que el motivo es una parte integral de dicho polipéptido de interés 40
(marcador "intrínseco"). Como se describirá a continuación, un marcador intrínseco se puede obtener mediante la 
sustitución de un segmento de aminoácidos que forma parte de una estructura de anillo intramolecular de origen
natural, con una secuencia de aminoácidos que codifica (al menos cuando se cicla) un marcador de afinidad, mien-
tras que la sustitución deja la(s) propiedad(es) deseada(s) del polipéptido intactas. Esta metodología es especial-
mente adecuada para introducir un marcador de afinidad en un péptido con puentes tioéter, producido biológicamen-45
te, tal como nisina o cualquier otro tipo de lantibiótico. Una ventaja de un marcador de afinidad intrínseco es que se 
excluye la necesidad de una eliminación costosa del marcador.

Tag es una secuencia de aminoácidos que sirve como marcador de afinidad cuando se cicla. La expresión “marca-
dor de afinidad” se conoce bien en la técnica y una persona experta entenderá que se refiere a una secuencia de 
aminoácidos capaz de unirse a un ligando no natural (proteínico), normalmente con una constante de disociación en 50
el intervalo micromolar, p. ej., menos de 10 µM. Tal y como se emplea en esta memoria, la expresión “marcador de 
afinidad” se refiere a una secuencia polipeptídica que tiene afinidad hacia un reactivo de captura específico y que se 
puede separar de un conjunto de proteínas y purificar de este modo, basándose en su afinidad hacia el ligando. Por 
tanto, el marcador de afinidad permite la captura de la sustancia proteínica de la invención a través de un ligando 
específico. Preferiblemente, la secuencia de Tag consiste en 2-20 residuos de aminoácidos, más preferiblemente 2-55
15. Por lo tanto, X1 y X2 pueden estar separados como máximo por 20, preferiblemente como máximo por 15, más 
preferiblemente por 2-8 residuos de aminoácidos, p. ej., 4, 5, 6 o 7 aminoácidos. Tal y como se emplea en esta me-
moria, la expresión marcador de afinidad se refiere a cualquier secuencia capaz de unirse específicamente a un 
ligando específico del marcador. La unión se caracteriza típicamente por una Kasoc. alta y una Kdisoc. baja. La sustan-
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cia proteínica que comprende el marcador, normalmente es 1,5 veces más grande, generalmente 2-8 veces más 
grande que el marcador mismo. Aunque la invención se ejemplifica con un marcador Strep ciclado, un método de la 
invención no está restringido a ningún tipo de marcador de afinidad, lo que permite la captura de la sustancia proteí-
nica, de modo que la sustancia se puede purificar, aislar y/o inmovilizar. La otra parte de la sustancia, es decir, la 
parte que “no es marcador” que comprende el péptido que se va a modificar, no se unirá al ligando de Tag pero 5
puede tener por supuesto un ligando distinto, tal como un receptor o una enzima

En una realización, la secuencia de Tag comprende o consiste en la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) y es capaz de 
unirse a la molécula de adhesión de la glucoproteína IIb/IIIa. En otra realización, la secuencia de Tag es una se-
cuencia que se une a estreptavidina (marcador Strep) que tiene una afinidad de unión hacia la estreptavidina de al 
menos una Kd submicromolar. Por ejemplo, la secuencia que se une a la estreptavidina se selecciona a partir del 10
grupo que consiste en His-Pro-Gly (HPG), His-Pro-Lys (HPK), His-Pro-Met (HPM), His-Pro-Gln (HPQ), His-Pro-Asn 
(HPQ) y His-Pro-Gln-Phe (HPQF). En un aspecto específico, la secuencia que se une a la estreptavidina es His-Pro-
Gln (HPQ) o His-Pro-Gln-Phe (HPQF). Otras secuencias de Tag útiles incluyen DVEAW, DVEAWL/I, DVEA, VEAW, 
DVE, VEA, EAW, VPLVET, DVXAW, EPDWF/Y, GDF/WXF, PWXWL, VPEY, en donde X es un aminoácido arbitrario 
(véanse los documento US 6.841.359 y US2008/0032340). Cualquiera de estos marcadores se utiliza ventajosamen-15
te en un método en el que la etapa c) comprende una cromatografía de afinidad basada en estreptavidina.

En un método de la invención, una actividad de enzima lantibiótica se emplea para cerrar enzimáticamente un anillo, 
y X1 y X2 pueden representar residuos cuyas cadenas laterales se pueden convertir en un puente de (me-
til)lantionina. Además, para permitir el reconocimiento del motivo a través de una enzima lantibiótica, el motivo está 
precedido por una secuencia líder lantibiótica. Por consiguiente, la invención se refiere a un método enzimático para 20
proporcionar una sustancia proteínica que comprende una proteína de interés y un marcador de afinidad cíclico, que 
comprende las etapas de:

a) proporcionar al menos una sustancia proteínica precursora, comprendiendo el precursor dicha proteína de 
interés y al menos un motivo de fórmula general X1-Tag-X2 en donde X1 se selecciona a partir de Dhb (des-
hidrobutirina), Dha (deshidroalanina), Thr y Ser y en donde X2 es Cys o Lys; o en donde X1 es Cys o Lys y 25
X2 se selecciona a partir de Dhb, Dha, Thr y Ser; y en donde dicho motivo está precedido en posición N-
terminal por una secuencia líder lantibiótica. La distancia entre la secuencia líder y la secuencia de Tag puede 
variar, pero normalmente está entre 0 y 100 aminoácidos, preferiblemente entre 0 y 50 aminoácidos, más pre-
feriblemente entre 0 y 20 aminoácidos;

b) poner en contacto dicho precursor con al menos una enzima lantibiótica capaz de formar un enlace cova-30
lente entre X1 y X2, introduciendo de este modo una estructura de anillo intramolecular que comprende la se-
cuencia de Tag; y

c) aislar la sustancia proteínica resultante que comprende un marcador de afinidad con puente tioéter ciclado 
mediante enzima lantibiótica; estando el enlace tioéter entre un D-aminoácido y un L-aminoácido o entre un 
L-aminoácido y un D-aminoácido.35

En una realización preferida, X1 es Dha o Dhb y X2 es Cys. Las secuencias líder lantibióticas adecuadas son bien 
conocidas en la técnica e incluyen secuencias líder lantibióticas de origen natural o modificadas genéticamente. Por 
ejemplo, secuencias líder de nisina o de lacticina3147. Las secuencias líder preferidas para uso en la presente in-
vención incluyen secuencias líder con una caja FNLD conservada en las posiciones -18 hasta -15, hecho el recuento
desde el sitio de escisión y terminando con un sitio de escisión de factor X o GluC dentro del líder. Alternativamente, 40
la secuencia líder puede tener cajas ELD conservadas en las posiciones -8 hasta - 6 y EEV en las posiciones -14 
hasta -12, teniendo también tiene un sitio de escisión de factor X o GluC en su extremo C-terminal. Algunas secuen-
cias líder alineadas con cajas conservadas para uso en la presente invención, se describen en el documento 
US2009042246.

Diversas posibles enzimas lantibióticas se pueden usar para catalizar el cierre del anillo. Dependiendo parcialmente 45
de la naturaleza de X1 y X2, la sustancia proteínica precursora se pone en contacto con una enzima lantibiótica
LanM, ciclasa LanC en el caso de una combinación de un deshidroresiduo y una cisteína o, en el caso en el que X1 
o X2 sea Ser o Thr, una combinación de deshidratasa lantibiótica LanB y ciclasa LanC. Un método de la invención 
se lleva a cabo de manera eficiente en una célula hospedadora que comprende una o varias enzimas generadoras 
de lantionina. Por ejemplo, la célula hospedadora comprende las proteínas LanB; LanC y LanT; LanM y LanT; LanB50
y LanC; o únicamente LanM. Las células hospedadoras adecuadas son bacterias Gram-positivas, p. ej., Lactococcus 
lactis, Bacillus cereus, Streptococcus epidermis, Streptomyces lividans o actinomycetes, p. ej., Actanoplanes garba-
dinensis. Preferiblemente, el hospedador productor de lantibióticos, transformado con el poli(ácido nucleico) que 
codifica la sustancia proteínica precursora, es un hospedador productor de lacticina3147 o un hospedador productor 
de nisina. Más preferiblemente, el hospedador productor de lacticina3147 y el hospedador productor de nisina es 55
una cepa de Lactobacillus lactis, NZ9000. Cuando se utiliza una célula hospedadora con un sistema enzimático 
lantibiótico en el que el transportador también tiene actividad peptidasa del líder, será relevante que el reconocimien-
to del nuevo lantibiótico no esté comprendido en el sistema de autoprotección. En otros sistemas la peptidasa del 
líder puede quedar fuera de la célula hospedadora, produciendo así el nuevo lantibiótico con el péptido líder fijado
todavía a él, asegurando una inactividad del prelantibiótico y su inocuidad para la célula productora hasta la retirada 60
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del péptido líder del prelantibiótico recolectado. La síntesis in vitro de anillos de tioéter que comprenden un motivo 
que se une a la estreptavidina a través de LanM, también es posible.

Los polipéptidos que contienen un motivo marcador ciclado con (metil)lantionina se pueden producir conveniente-
mente en células que contienen un sistema de expresión basado en dos plásmidos. lanBTC o lanMT podrían estar
codificados por un plásmido, por ejemplo, un plásmido pIL que se replica bidireccionalmente. La sustancia proteínica 5
precursora puede estar codificada por un segundo plásmido, por ejemplo, un plásmido pNZ4048 que se replica en 
círculo rodante. Tener los genes de modificación y el polinucleótido que codifica la proteína que se va a ciclar en el 
mismo plásmido también es posible, pero menos práctico. Por consiguiente, en un aspecto específico, la célula hos-
pedadora comprende un primer vector que codifica dicha sustancia proteínica precursora y un segundo vector que 
codifica una o varias enzimas lantibióticas, por ejemplo LanBTC o LanMT. Por lo tanto, la invención también se refie-10
re a una secuencia de ácido nucleico que codifica la sustancia proteínica precursora, un vector que comprende dicha 
secuencia de ácido nucleico y una célula hospedadora que tiene la secuencia de ácido nucleico, que forma parte 
preferiblemente de un vector de expresión adecuado.

Un método de la invención para proporcionar una proteína de interés con un marcador de afinidad ciclado con tioéter 
es especialmente ventajoso si la propia proteína de interés también (es decir, además del marcador de afinidad 15
ciclado) comprende al menos una estructura de anillo intramolecular que contiene tioéter. Por ejemplo, se proporcio-
na un procedimiento específico, eficaz, de una sola etapa para la purificación de un péptido con puentes tioéter pro-
ducido biológicamente. Otra aplicación atractiva reside en la purificación de los lantibióticos, en donde el marcador
ciclado está presente como un marcador intrínseco del lantibiótico. Por ejemplo, se proporciona nisina con anillos DE 
sustituidos con marcador Strep con puentes tioéter. El mutante de nisina resultante se purifica fácilmente en una20
columna con marcador Strep. Puesto que la nisina A se aplica de forma generalizada, un método de producción 
mejorado drásticamente es de gran importancia comercial. Las ventajas sobre los marcadores existentes (es decir,
externos) utilizados para la purificación de lantibióticos, son la alta afinidad que permite un alto rendimiento, una 
pureza elevada y que la necesidad de una eliminación costosa de los marcadores externos se vuelva obsoleta.

Otra aplicación adicional se refiere a la generación de genotecas de péptidos unidos por tioéter, inmovilizados sobre25
chips. Los péptidos unidos con puentes tioéter pueden tener un potencial terapéutico muy mejorado (Kluskens et al. 
(2009) J. of Pharm. and Exp. Therapeutics, vol. 328, 849-854). Para obtener péptidos con puentes tioéter estables, 
se realiza generalmente un proceso de escrutinio para seleccionar los péptidos funcionales. Los péptidos específicos 
con puentes tioéter se pueden producir en una célula hospedadora, como Lactococcus lactis, que comprende enzi-
mas lantibióticas. Sin embargo, en este último caso, los péptidos no están unidos físicamente a su ADN, lo que plan-30
tea un obstáculo para la identificación de la secuencia de los péptidos seleccionados. En virtud de un método descri-
to en la presente invención, los péptidos con puentes tioéter que comprenden un marcador de afinidad con tioéter 
introducido con enzima lantibiótica, se pueden producir biológicamente. Por lo tanto, los péptidos se pueden produ-
cir, identificar e inmovilizar, p. ej., sobre un punto definido en múltiples chips idénticos que tienen un ligando adecua-
do del marcador ciclado. Esto permite la generación de una genoteca con péptidos ciclados con puentes tioéter 35
mediante enzima lantibiótica, que se puede escrutar en busca de propiedades específicas, tales como la unión o la 
fosforilación mediada por cinasa. En un aspecto específico, el polipéptido de interés es un miembro de una genoteca
de péptidos con puentes tioéter, por ejemplo, un miembro de una genoteca de hexapéptidos, heptapéptidos u oc-
tapéptidos. Los péptidos dentro de la genoteca se pueden escrutar en busca de una amplia variedad de propieda-
des, incluyendo que sea un sustrato de cinasa o un ligando de receptor, tal como un péptido que se une a un recep-40
tor Her2 o un péptido que se une a un receptor G3P.

En una realización preferida, el motivo X1-Tag-X2 está diseñado para permitir la producción biológica de una se-
cuencia que se une a estreptavidina, ciclada con tioéter. Con ese fin, el motivo puede contener una secuencia selec-
cionada entre His-Pro-Gly (HPG), His-Pro-Lys (HPK), His-Pro-Met (HPM), His-Pro-Gln (HPQ) y His-Pro-Gln-Phe 
(HPQF), cuya secuencia está flanqueada por X1 y X2, en donde X1 se selecciona entre Dhb, Dha, Thr y Ser y en 45
donde X2 es Cys o Lys; o en donde X1 es Cys o Lys y X2 se selecciona a partir de Dhb, Dha, Thr y Ser. Preferible-
mente, el motivo comprende la secuencia que se une a estreptavidina His-Pro-Gln (HPQ) o His-Pro-Gln-Phe 
(HPQF). Los inventores encontraron que las ciclasas lantibióticas pueden catalizar el cierre del anillo de secuencias 
que contienen Strep (por ejemplo, DhbHPQFC y DhbHPQFGC). Esto era inesperado, por al menos las siguientes 
razones: (i) estas secuencias no se producen en absoluto en lantibióticos naturales; (ii) no se ha publicado casi nin-50
guna mutación en el anillo C de la nisina y la sustitución simultánea de 4 residuos en un anillo tioéter de lantibiótico 
no se ha descrito, (iii) se esperaba que la presencia del residuo Pro que rompe la hélice redujera la probabilidad de 
formación del anillo.

El motivo X1-Tag-X2 consiste, por ejemplo, en una secuencia de aminoácidos seleccionada a partir del grupo que 
consiste en Dha-His-Pro-Gln-Phe-Cys; Dhb-His-Pro-Gln-Phe-Cys; Ser-His-Pro-Gln-Phe-Cys; Thr-His-Pro-Gln-Phe-55
Cys; Cys-His-Pro-Gln-Phe-Dha; Cys-His-Pro-Gln-Phe-Dhb; Cys-His-Pro-Gln-Phe-Ser; Cys-His-Pro-Gln-Phe-Thr; 
Dha-His-Pro-Gln-Cys; Dhb-His-Pro-Gln-Cys; Ser-His-Pro-Gln-Cys; Thr-His-Pro-Gln-Cys; Cys-His-Pro-Gln-Dha; Cys-
His-Pro-Gln-Dhb; Cys-His-Pro-Gln-Ser; Cys-His-Pro-Gln-Thr; Ser-His-Pro-Gln-Phe-Lys; Thr-His-Pro-Gln-Phe-Lys; 
Lys-His-Pro-Gln-Phe-Ser; Lys-His-Pro-Gln-Phe-Thr; Dha-His-Pro-Gln-Phe-Lys; Dhb-His-Pro-Gln-Phe-Lys; Lys-His-
Pro-Gln-Dha; Lys-His-Pro-Gln-Dhb; Ser-His-Pro-Gln-Lys; Thr-His-Pro-Gln-Lys; Lys-His-Pro-Gln-Ser; Lys-His-Pro-60
Gln-Thr; Dha-His-Pro-Gln-Lys; Dhb-His-Pro-Gln-Lys; Lys-His-Pro-Gln-Dha; y Lys-His-Pro-Gln-Dhb. En una 
realización preferida, la secuencia se selecciona a partir del grupo que consiste en Dha-His-Pro-Gln-Phe-Cys; Dhb-
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His-Pro-Gln-Phe-Cys; Ser-His-Pro-Gln-Phe-Cys; Thr-His-Pro-Gln-Phe-Cys; Cys-His-Pro-Gln-Phe-Dha; Cys-His-Pro-
Gln-Phe-Dhb; Cys-His-Pro-Gln-Phe-Ser; Cys-His-Pro-Gln-Phe-Thr; Dha-His-Pro-Gln-Cys; Dhb-His-Pro-Gln-Cys; Ser-
His-Pro-Gln-Cys; Thr-His-Pro-Gln-Cys; Cys-His-Pro-Gln-Dha; Cys-His-Pro-Gln-Dhb; Cys-His-Pro-Gln-Ser y Cys-His-
Pro-Gln-Thr.

También se describe una sustancia proteínica que comprende un marcador de afinidad cíclico obtenible por un 5
método de la invención. Más específicamente, la sustancia proteínica comprende un marcador de afinidad ciclado 
mediado por una enzima lantibiótica. Por ejemplo, comprende una secuencia de marcador cíclica, flanqueada por 
una dAla-S-Ala o una Ala-S-dAla o una dAbu-S-Ala o una Ala-S-dAbu o Ala-N-Lys o Lys-N-Ala. En contraste con
marcadores sintetizados químicamente reticulados con tioéter, en donde ambos aminoácidos "que forman el puente" 
tienen la estereoquímica L, los marcadores producidos biológicamente ciclados con tioéter contienen ya sea una10
formación de puente con estructura D,L o L,D de anillo enlazado con tioéter. Por lo tanto, en una realización, se 
proporciona una sustancia proteínica que comprende al menos una secuencia marcadora cíclica, en donde dicha
secuencia marcadora cíclica es una secuencia ciclada que se une a estreptavidina, formando parte la secuencia 
marcadora de una estructura de anillo enlazado con tioéter que forma un puente con la orientación N-terminal a C-
terminal, entre un D-aminoácido y un L-aminoácido, o un L-aminoácido y un D-aminoácido. Preferentemente, la 15
estructura de anillo enlazado con tioéter forma un puente (en la dirección N-terminal a C-terminal) entre un D-
aminoácido y un L-aminoácido. También se describe un polinucleótido que codifica una sustancia proteínica de 
acuerdo con la invención, así como vectores que comprenden dicho polinucleótido. Las células hospedadoras que 
comprenden un polinucleótido o un vector de acuerdo con la invención, también están incluidas. Estas tienen un uso 
particular para la puesta en práctica de un método de la invención.20

Como se ha indicado anteriormente en este documento, el marcador cíclico puede ser un marcador externo (ya sea 
N-terminal o C-terminal), interno o intrínseco. En caso de un marcador externo, la sustancia proteínica comprende 
preferiblemente un sitio de escisión entre dicho polipéptido de interés y el al menos un motivo de unión cíclico. Sin 
embargo, se prefieren los marcadores intrínsecos.

Una sustancia proteínica que comprende un marcador de afinidad cíclico obtenible por un método de la invención,25
comprende al menos una secuencia ciclada que se une a estreptavidina, por ejemplo, seleccionada a partir del gru-
po que consiste en His-Pro-Gly (HPG), His-Pro-Lys (HPK), His-Pro-Met (HPM), His-Pro-Gln (HPQ), His-Pro-Gln-Phe 
(HPQF). Los motivos que se unen a estreptavidina ciclados con enzima lantionina, se utilizan ventajosamente en 
combinación con un polipéptido que contiene (metil)lantionina de interés. Por ejemplo, el polipéptido de interés es un 
miembro de una genoteca de péptidos unidos por puentes de D,L-tioéter que contienen enlaces tioéter que unen, a 30
través de un puente, D-aminoácidos con L-aminoácidos o L-aminoácidos con D-aminoácidos, por ejemplo, un miem-
bro de una genoteca de hexapéptidos, heptapéptidos u octapéptidos. En otra realización, la sustancia proteínica 
comprende o consiste en un lantibiótico de origen no natural (mutante) o un fragmento de lantibiótico que comprende 
una estructura de anillo, y en donde dicha estructura de anillo comprende al menos un motivo cíclico que se une a
estreptavidina que contiene un puente tioéter, que une (en la orientación N-terminal a C-terminal) un D-aminoácido 35
con un L-aminoácido, o un L-aminoácido con un D-aminoácido. Se han descrito en la técnica más de 30 lantibióticos
(Sahl et al., Annual Reviews in Microbiology, 52, 41-79). Se agrupan en dos grandes categorías en función de sus 
características estructurales y las diferencias de sus modos de acción. Los lantibióticos de tipo A (por ejemplo, nisi-
na, epidermina y Pep5) son moléculas flexibles, alargadas, anfipáticas que actúan principalmente mediante la for-
mación de poros en la membrana citoplasmática bacteriana. Los lantibióticos de tipo B (por ejemplo, mersacidina) 40
por el contrario, tienen una forma globular rígida e inhiben enzimas particulares. Los lantibióticos son conocidos en la 
técnica, y cualquiera de los conocidos o aún por descubrir, o un fragmento de los mismos, se puede modificar ade-
cuadamente de tal manera que al menos uno de los anillos contiene un marcador de afinidad. Los ejemplos incluyen 
lantibióticos de tipo A, tales como nisina o subtilina, epidermina, galidermina, mutacina 1140, mutacina I, mutacina B-
Ny266, ericina A, ericina S, un fragmento de las mismas, tal como los anillos ABC de nisina, y prenisina (1-45). En 45
una realización, la invención proporciona un lantibiótico mutante en donde el anillo A está mutado para comprender 
una secuencia de marcador de afinidad cíclico, tal como una secuencia que se une a estreptavidina que contiene 
HPQ. Se encontró sorprendentemente que tal alteración en la estructura del anillo se puede realizar sin extinguir la 
actividad del lantibiótico. En el mutante de nisina G14H, A15P, L16Q, M17F, A18, los cinco residuos del anillo C, 
GALMG, han sido sustituidos por cuatro residuos, HPQF. Este mutante, HPQF-nisina y también HPQF-nisina Δ(23-50
34) tienen un efecto inhibidor del crecimiento sobre la cepa indicadora MG1363. La actividad específica es ligera-
mente inferior a la de la nisina, pero el nivel de producción es mayor. En consecuencia, se proporciona un lantibióti-
co mutante en donde al menos el anillo A comprende un marcador de afinidad, preferiblemente en donde la secuen-
cia de aminoácidos en las posiciones 4-6, como en la nisina o la subtilina natural, se sustituye por una secuencia 
que se une a estreptavidina, como His-Pro-Gln (HPQ). Otras variantes de nisina que contienen lantionina HPQ po-55
tencialmente activas, tienen la secuencia HPQ en el anillo A de la nisina como en la nisina I4H, S5P, L6Q, o tienen 
anillos DE sustituidos por un anillo con contiene la secuencia HPQF como en la nisina A24H, T25P, C26Q, H27F. O 
variantes de lacticina A2 en donde los residuos 16-18 (TNT) en el anillo A se sustituyen por HPQ. En una realización 
adicional, al menos el anillo C comprende un marcador de afinidad, preferiblemente en donde la secuencia de ami-
noácidos en las posiciones 14-17, como en la nisina o la subtilina natural, se sustituye por la secuencia His-Pro-Gln-60
Phe-Gly (HPQFG) o His-Pro-Gln-Phe (HPQF), preferiblemente His-Pro-Gln-Phe (HPQF). En otros lantibióticos mu-
tantes ejemplares, por lo menos los anillos D y E comprenden una secuencia de marcador de afinidad, preferible-
mente en donde la secuencia de aminoácidos en las posiciones 24-27, como en la nisina o la subtilina natural, se 
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sustituye por la secuencia His-Pro-Gln-Phe o His-Pro-Gln.

La estructura lantibiótica que contiene el marcador de afinidad cíclico se puede utilizar ventajosamente como marca-
dor externo para cualquier polipéptido de interés. Sin embargo, es particularmente adecuado que se utilice en com-
binación (por ejemplo, fusionándose) con un polipéptido que contiene por sí mismo, uno o varios puentes tioéter, por 
ejemplo, una proteína terapéutica modificada genéticamente para contener una (metil)lantionina para mejorar su 5
estabilidad metabólica. Debido a la estabilización con el anillo tioéter, los péptidos requerirán una administración 
menos frecuente y dosis más bajas, mientras que la biodisponibilidad y la vida útil se pueden aumentar. La fijación
de un marcador de afinidad con anillo tioéter de acuerdo con la presente invención facilita la purificación, la detec-
ción y/o la inmovilización de tal proteína. Por ejemplo, la sustancia proteínica ciclada se compone de una secuencia 
de nisina modificada, en donde el anillo C comprende una secuencia de marcador Strep, seguida por un sitio de 10
escisión del factor X y un análogo de Ang-(1-7) unido por un puente tioéter. Los análogos de Ang-(1-7) ejemplares 
unidos por un puente tioéter incluyen aquellos descritos en el documento WO2008/018792. Esta molécula se puede 
unir a una columna de estreptavidina y se libera después de lavar como una etapa de purificación con mayor rendi-
miento y mayor pureza que mediante una interacción hidrófoba convencional. Los lantibióticos, u otros péptidos que 
contienen el motivo que se une a (metil)lantionina-estreptavidina modificado genéticamente, se pueden purificar 15
eficazmente utilizando columnas de estreptavidina, que están disponibles comercialmente en varias compañías, por 
ejemplo, GE Healthcare, siguiendo el protocolo del fabricante, manteniendo el pH no mucho más elevado que 7 (a 
pH alcalino los deshidroresiduos son inestables).

También se proporciona en este documento una genoteca que comprende una multiplicidad de sustancias proteíni-
cas que comprenden al menos una secuencia de marcador cíclico, que es un motivo que se une a estreptavidina, en 20
donde la secuencia de marcador forma parte de una estructura D,L o L,D de anillo unido por tioéter que sirve de 
puente (en la orientación N-terminal a C-terminal) entre un D-aminoácido y un L-aminoácido, o un L-aminoácido y un 
D-aminoácido. Además de la secuencia de marcador, la sustancia proteínica puede contener uno o varios puentes 
tioéter. Por ejemplo, la genoteca comprende una multiplicidad de péptidos con puentes tioéter, comprendiendo 
además cada péptido un marcador Strep ciclado con tioéter, introducido por una enzima lantibiótica. Cada miembro 25
de la genoteca puede estar inmovilizado sobre un soporte sólido, preferiblemente en un formato de matriz. Más 
preferiblemente, cada miembro se inmoviliza a través de la secuencia, al menos una, de marcador cíclico con un 
ligando adecuado (proteico) que forma un punto en un formato de matriz sobre un soporte sólido. En un aspecto 
específico, la invención proporciona una genoteca de sustancias proteínicas que comprenden una secuencia de 
marcador Strep ciclado con enzima lantibiótica, estando inmovilizado cada miembro a través del marcador Strep a la 30
estreptavidina que forma un punto en un formato de matriz sobre un soporte sólido (strep-chip). También está dentro 
del alcance de la invención el uso de tal genoteca para la identificación de una secuencia del péptido de interés, por 
ejemplo, un sustrato de proteína cinasa o un ligando de receptor.

Una persona experta en la técnica apreciará otras aplicaciones útiles de la presente solicitud. Por ejemplo, el marca-
dor de afinidad que forma un puente de tioéter se puede utilizar para purificar, aislar y/o inmovilizar el polipéptido que 35
comprende el marcador. Por tanto, también se describe un método para purificar, aislar y/o inmovilizar una sustancia 
proteínica que comprende un polipéptido de interés y un marcador de afinidad cíclico, que comprende las etapas de:

a) proporcionar al menos una sustancia proteínica precursora, comprendiendo el precursor dicha proteína de 
interés y al menos un motivo de fórmula general X1-Tag-X2, en donde X1 y X2 representan aminoácidos cu-
yas cadenas laterales pueden estar unidas a través de una enzima lantibiótica capaz de formar un puente 40
tioéter entre los residuos X1 y X2, 

Tag es una secuencia de aminoácidos que sirve como marcador de afinidad cuando se cicla, permitiendo di-
cho marcador de afinidad la captura de la sustancia proteínica a través de un ligando específico. Normalmen-
te, solo la parte del marcador de la sustancia proteínica media en la unión al ligando y otras partes de la sus-
tancia no interaccionan con el ligando del marcador; y en donde dicho motivo está precedido en posición N-45
terminal por una secuencia líder lantibiótica;

b) poner en contacto dicho precursor con la enzima lantibiótica, al menos una, permitiendo la formación de un 
puente tioéter entre X1 y X2, introduciendo de este modo una estructura de anillo intramolecular que com-
prende la secuencia de Tag; y

c) poner en contacto la sustancia proteínica ciclada resultante con un reactivo de captura específico que se 50
une al marcador de afinidad ciclado con una constante de disociación menor de aproximadamente 10 µM, 
aislando, purificando y/o inmovilizando de este modo la sustancia.

El reactivo de captura puede estar inmovilizado sobre un soporte sólido, p. ej., una columna, una superficie de matriz 
o un lecho (magnético).

Leyendas de las figuras55

Figura 1. Introducción enzimática de HPQF en el anillo C de nisina.

Fig 1A: Espectro de masas del péptido de control LMRTTSSLELSDYEQAC antes (línea continua) y después 

E10728424
30-10-2015ES 2 551 855 T3

 



8

(línea de puntos) de la modificación CDAP de una cisteína que produce 25 Da de aumento de la masa.

Figura 1B: Lactococcus lactis que contiene un plásmido que codifica prenisina H14,P15,Q16,F17,ΔG18 y un 
segundo plásmido que codifica NisB, NisT y NisC fueron inducidos y el material sobrenadante se analizó me-
diante espectrometría de masas después de la adición de TCEP (línea continua), que impide la formación de 
puentes disulfuro, y CDAP (línea de puntos), que reacciona con las cisteínas libres. La ausencia de reactivi-5
dad con CDAP demuestra la falta de disponibilidad de las 5 cisteínas y el cierre de los 5 anillos tioéter.

Figura 2. Actividad antimicrobiana de un mutante de nisina truncado que contiene HPQF en el anillo C.

Lactococcus lactis que contiene un primer plásmido que codifica NisB, NisT y NisC y un segundo plásmido que codi-
fica MSTKDFNLDLVSVSKKDSGASPRITSISLCTPGCKTHPQFCNMKEQKLISEED fueron inducidos. El sobrenadan-
te se trató con tripsina para escindir el péptido líder. Se realizaron series de diluciones dobles en una placa de mi-10
cropocillos y se sometió a ensayo la capacidad del péptido para inhibir el crecimiento de L. lactis MG1363 midiendo
la DO 600 después de 6 horas de incubación. o: control con PBS, ■: mutante de nisina truncado, ▼: sobrenadante 
de L. lactis NZ9700 que produce nisina A.

Sección experimental

Ejemplo 1 Sustitución de la secuencia del anillo C de nisina por HPQF.15

MATERIALES Y METODOS.

El péptido control era LMRTTSSLELSDYEQAC. Un mutante de nisina se preparó genéticamente. En este mutante 
H14,P15,Q16,F17,ΔG18, el anillo C de nisina compuesto por GALMG fue reemplazado por HPQF. El plásmido codi-
ficante se coexpresó con pIl3BTC [Rink, R., et al 2005. Biochemistry 44:8873-8882]. El análisis por espectrometría 
de masas se realizó de acuerdo con [Rink, R., et al 2005. Biochemistry 44:8873-8882]. La formación de puentes 20
disulfuro fue excluida mediante la adición de triscarboxietil fosfina (TCEP). El tratamiento con tetrafluoroborato de 1-
ciano-4-dimetilaminopiridinio (CDAP) se realizó para medir la disponibilidad de cisteína. Si una cisteína no participa 
en los puentes tioéter, es reactiva con CDAP dando como resultado un aumento de 25 Da. La ausencia de un au-
mento de 25 Da de un péptido que contiene cisteína tratado con CDAP y TCEP, indica la presencia de un puente 
tioéter.25

RESULTADOS

La masa promedio (m/z) del péptido control no modificado era 1948,2 Da. La espectrometría de masas mostró picos 
de 1947,5 Da correspondientes al péptido sin modificar y de 1963,6 Da que podría corresponder a una forma oxida-
da de este péptido; la metionina-2 podría ser un candidato para la oxidación (Figura 1A, línea continua). En el pépti-
do control, se mostraron picos claros correspondientes a los picos observados con un aumento de 25 Da, corres-30
pondiente a una modificación CDAP (Figura 1A, línea de puntos). Evidentemente, el procedimiento demostró que la 
cisteína en el péptido control estaba disponible para una modificación.

La masa esperada del mutante de prenisina totalmente deshidratado sin la metionina-1 que contenía HPQF, era: 
5911,8-144 = 5767,8 Da. Se observó un péptido con una masa de 5764,2 en el sobrenadante (no se muestra). El 
tratamiento con CDAP no condujo a un aumento de la masa de 25 Da, como hubiera sido el caso de la reacción de 35
CDAP con cisteínas libres. La ausencia de reactividad indicó que las cinco cisteínas participaban en los anillos de
tioéter.

Para aumentar la sensibilidad de la espectrometría de masas mediante la eliminación del péptido líder, el sobrena-
dante que contenía el mutante de prenisina totalmente deshidratado que comprendía el motivo HPQF, se trató con 
tripsina para escindir el líder y se analizó (Fig. 1B; línea continua antes de la adición de CDAP, línea de puntos des-40
pués del tratamiento con CDAP). La masa esperada de este mutante de nisina después de la deshidratación com-
pleta y la eliminación del líder es de 3578,2 -144 = 3434,2 Da. Este valor está próximo al pico principal medido en la 
Fig. 1B de 3442 Da. La identidad de los otros dos picos, 3369 Da y 3486 Da, no se conoce. La Figura 1B muestra 
que la adición de CDAP no causó ningún cambio en los valores de la masa. Esto muestra una vez más que todos 
los anillos de tioéter se cerraron. Al parecer, el anillo C acortado que contenía HPQF en lugar de GALMG, estaba45
muy bien formado.

CONCLUSIÓN

El Ejemplo 1 muestra que HPQF se puede introducir enzimáticamente, mediante la ciclasa NisC, en el anillo C de la 
nisina.

Ejemplo 2. Actividad antimicrobiana de una variante de nisina truncada que contiene un marcador de afinidad en el 50
anillo C.

MATERIALES Y METODOS

Un mutante de nisina truncado con el marcador strep interno y el marcador myc externo se construyó genéticamen-
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te. La estructura artificial codificaba el péptido líder de nisina (MSTKDFNLDLVSVSKKDSGASPR) acoplado a un 
mutante H14,P15,Q16,F17,ΔG18 de nisina (1-22), es decir, ITSISLCTPGCKTHPQFCNMK, acoplado a un marcador
myc: EQKLISEED. 

Por tanto, la presecuencia total era MSTKDFNLDLVSVSKKDSGASPRITSISLCTPGCKTHPQFCNMKEQKLISEED. 
El péptido fue producido por L. lactis que contenía pIl3BTC.5

El líder se escindió con tripsina y la actividad antimicrobiana se midió del modo siguiente: en una placa de micropoci-
llos: se añadieron 200 µl de soluciones de sobrenadante de la cepa de fusión de nisina y en otros pocillos 200 µl de 
control (por ejemplo, sup positivo, p. ej., filtrado de NZ9700 y negativo) a los pocillos de la primera columna. Se aña-
dieron 100 µl de medio a los pocillos vacíos restantes. En cada fila, se añadieron 100 µl de la primera columna a la
segunda y después de mezclar, de la segunda a la tercera, etc., conduciendo a etapas de dilución dobles. Se aña-10
dieron 100 µl de la cepa sensible MG1363 a todos los pocillos a baja densidad, DO600: 0,05-0,1. Después de 6 
horas se midió la DO600.

RESULTADOS

La Figura 2 muestra que la variante de nisina truncada con un anillo C que contiene HPQF, tiene claramente activi-
dad antimicrobiana.15

CONCLUSIÓN

El Ejemplo 2 demuestra que la presencia de HPQF en el anillo C no suprime la actividad antimicrobiana del mutante 
de nisina truncado. Esto es sorprendente porque se mutan simultáneamente cuatro aminoácidos mientras que se 
deleciona un aminoácido. A pesar del truncamiento (que ya puede conducir a una reducción de 10 veces), a pesar 
del anillo C acortado C y a pesar de la cola cargada negativamente (lo que reduce la unión a la membrana aniónica), 20
el péptido todavía tiene actividad.
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REIVINDICACIONES

1. Un método enzimático para proporcionar una sustancia proteínica que comprende un polipéptido de interés 
y un marcador de afinidad cíclico, que comprende las etapas de:

a) proporcionar al menos una sustancia proteínica precursora, comprendiendo el precursor dicha proteína de 5
interés y al menos un motivo de fórmula general X1-Tag-X2 

en donde X1 y X2 representan aminoácidos cuyas cadenas laterales pueden estar unidas a través de 
una enzima lantibiótica capaz de formar un puente tioéter entre los residuos X1 y X2, en donde X1 se 
selecciona a partir del grupo que consiste en Dhb, Dha, Thr y Ser y en donde X2 es Cys o Lys; o en 
donde X1 es Cys o Lys y X2 se selecciona a partir del grupo que consiste en Dhb, Dha, Thr y Ser;10

Tag es una secuencia de aminoácidos que sirve como marcador de afinidad cuando se cicla, permitien-
do dicho marcador de afinidad la captura de la sustancia proteínica a través de un ligando específico del 
marcador; 

y en donde dicho motivo está precedido en posición N-terminal por una secuencia líder lantibiótica;

b) poner en contacto dicho precursor con la enzima lantibiótica LanM, la ciclasa LanC en el caso de una com-15
binación de un deshidroresiduo y una cisteína, o una combinación de una deshidratasa lantibiótica LanB y 
una ciclasa LanC en el caso de que X1 o X2 sea Thr o Ser, permitiendo la formación de un puente tioéter en-
tre X1 y X2, introduciendo de este modo una estructura de anillo intramolecular que comprende la secuencia 
de Tag; y

c) aislar la sustancia proteínica ciclada resultante,20

con la condición de que dicho método no implique un método para el tratamiento del cuerpo humano o animal o un 
método de diagnóstico puesto en práctica en el cuerpo humano o animal.

2. Método según la reivindicación 1, en donde dicho polipéptido de interés se fusiona en posición N-terminal o 
C-terminal con el al menos un motivo de fórmula general X1-Tag-X2.

3. Método según la reivindicación 2, en el que la sustancia proteínica comprende un sitio de escisión entre 25
dicho polipéptido de interés y el al menos un motivo, preferiblemente en donde el sitio de escisión es un Factor X o 
un sitio de escisión Glu-C.

4. Método según la reivindicación 3, en el que la etapa c) está seguida por la escisión de la sustancia proteíni-
ca ciclada en el sitio de escisión para liberar el polipéptido de interés.

5. Método según la reivindicación 1, en el que dicha sustancia proteínica es un polipéptido de interés en donde30
una porción se sustituye por dicho al menos un motivo de tal manera que el motivo es una parte integral de dicho 
polipéptido de interés.

6. Método según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde las etapas a) y b) se llevan a 
cabo en una célula hospedadora que comprende dicha al menos una enzima lantibiótica capaz de formar un enlace 
de puente tioéter entre X1 y X2, estando provista dicha célula hospedadora de una secuencia de ácido nucleico que 35
codifica dicha sustancia proteínica precursora.

7. Método según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que Tag comprende la secuencia 
Arg-Gly-Asp.

8. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde Tag comprende una secuencia que se 
une a estreptavidina capaz de unirse a estreptavidina con una constante de disociación menor que 10 µM, preferen-40
temente en donde la secuencia que se une a estreptavidina se selecciona a partir del grupo que consiste en His-Pro-
Gly, His-Pro-Lys, His-Pro-Met, His-Pro-Gln y His-Pro-Gln-Phe, preferentemente en donde la secuencia que se une a 
estreptavidina es His-Pro-Gln o His-Pro-Gln-Phe.

9. Método según la reivindicación 8, en donde el motivo X1-Tag-X2 consiste en una secuencia de aminoácidos 
seleccionada a partir del grupo que consiste en Dha-His-Pro-Gln-Phe-Cys; Dhb-His-Pro-Gln-Phe-Cys; Ser-His-Pro-45
Gln-Phe-Cys; Thr-His-Pro-Gln-Phe-Cys; Cys-His-Pro-Gln-Phe-Dha; Cys-His-Pro-Gln-Phe-Dhb; Cys-His-Pro-Gln-
Phe-Ser; Cys-His-Pro-Gln-Phe-Thr; Dha-His-Pro-Gln-Cys; Dhb-His-Pro-Gln-Cys; Ser-His-Pro-Gln-Cys; Thr-His-Pro-
Gln-Cys; Cys-His-Pro-Gln-Dha; Cys-His-Pro-Gln-Dhb; Cys-His-Pro-Gln-Ser; Cys-His-Pro-Gln-Thr; Ser-His-Pro-Gln-
Phe-Lys; Thr-His-Pro-Gln-Phe-Lys; Lys-His-Pro-Gln-Phe-Ser; Lys-His-Pro-Gln-Phe-Thr; Dha-His-Pro-Gln-Phe-Lys; 
Dhb-His-Pro-Gln-Phe-Lys; Lys-His-Pro-Gln-Dha; Lys-His-Pro-Gln-Dhb; Ser-His-Pro-Gln-Lys; Thr-His-Pro-Gln-Lys; 50
Lys-His-Pro-Gln-Ser; Lys-His-Pro-Gln-Thr; Dha-His-Pro-Gln-Lys; Dhb-His-Pro-Gln-Lys; Lys-His-Pro-Gln-Dha; y Lys-
His-Pro-Gln-Dhb.
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10. Método según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde las etapas a) y b) se llevan a 
cabo en una célula hospedadora que comprende las proteínas de lantionina LanB; LanC y LanT; LanM y LanT; LanB 
y LanC; o LanM

11. Una sustancia proteínica que comprende al menos una secuencia de marcador cíclica, en donde dicha
secuencia de marcador cíclica es una secuencia cíclica que se une a estreptavidina, formando parte la secuencia de 5
marcador de una estructura de anillo unida por tioéter que une a través de un puente en la orientación N-terminal a 
C-terminal, un D-aminoácido y un L-aminoácido, o un L-aminoácido a un D-aminoácido.

12. Sustancia proteínica según la reivindicación 11, en donde la secuencia de marcador cíclica comprende o 
consiste en una secuencia seleccionada a partir del grupo que consiste en His-Pro-Gly, His-Pro-Lys, His-Pro-Met, 
His-Pro-Gln y His-Pro-Gln-Phe.10

13. Sustancia proteínica según la reivindicación 11 o 12, que comprende un lantibiótico mutante o un fragmento 
de lantibiótico que comprende una estructura de anillo, y en donde dicha estructura de anillo comprende al menos un 
motivo cíclico que se une a estreptavidina que contiene un puente tioéter, que une en la orientación N-terminal a C-
terminal, un D-aminoácido a un L-aminoácido, o un L-aminoácido a un D-aminoácido.

14. Una genoteca de péptidos que comprende una multiplicidad de sustancias proteínicas según una cualquiera 15
de las reivindicaciones 11-13.
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