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DESCRIPCIÓN 

Métodos de generación y examen para polipéptidos quiméricos líticos 

Campo técnico de la invención 

La presente invención se refiere a métodos de generación y examen para polipéptidos quiméricos, que comprenden 
al menos un dominio de unión a células (CBD) y al menos un dominio activo enzimático (EAD) que tiene actividad 5 
lítica de pared celular bacteriana. Los polipéptidos quiméricos líticos que pueden obtenerse mediante los métodos de 
la presente invención son útiles en la terapia y la profilaxis de colonización bacteriana patogénica, incluyendo 
infecciones bacterianas y enfermedades bacterianas. La presente invención también se refiere a una biblioteca de 
de polipéptidos quiméricos que pueden obtenerse mediante los métodos de la presente invención. 

Antecedentes de la invención 10 

El número rápidamente creciente de bacterias resistentes a antibióticos constituye un reto cada vez mayor para la 
medicina y los sistemas de atención sanitarios en todo el mundo. El uso de endolisinas derivadas de bacteriófagos 
para el tratamiento de infecciones bacterianas es una alternativa prometedora para superar el creciente número de 
resistencia a antibióticos en bacterias. Se han designado lisinas de bacteriófagos usando diversos nombres 
incluyendo lisinas, lisinas de fagos, virolisinas y endolisinas. Estructuralmente, las lisinas se encuentran 15 
comúnmente como proteínas modulares con al menos un dominio que confiere la actividad enzimática para 
hidrolizar uniones específicas en la capa de mureína o peptidoglicano de la pared celular bacteriana (dominio activo 
enzimático - EAD), y un dominio que confiere especificidad de unión a un epítopo de la superficie celular (dominio de 
unión a células - CBD). Por tanto, los miembros de la familia lisina (hidrolasas de peptidoglicano o pared celular) 
presentan un diseño modular en el que un dominio catalítico se fusiona a un dominio de unión o que media 20 
especificidad. 

El uso de endolisinas para destruir bacterias se dio a conocer por primera vez por Gasson en 1991 (documento GB 
2 255 561). Nelson et al. 2001 han descrito aplicaciones terapéuticas y profilácticas adicionales, incluyendo sistemas 
de modelos animales. Este trabajo describe una aplicación tópica de endolisinas contra estreptococos y 
neumococos del grupo A en tratamiento oral y nasofaríngeo. En el campo del tratamiento de estafilococos con 25 
lisinas derivadas de bacteriófagos, Rashel et al. 2007 han mostrado que la endolisina del fago phiMR11 puede 
erradicar MRSA en orificios nasales de ratones y protege a los ratones de muerte séptica mediante inyección 
intraperitoneal. En el documento US 5.997.862 se describen regímenes de tratamiento y composiciones 
farmacéuticas adicionales para tratar y prevenir infecciones bacterianas usando lisinas derivadas de fagos. Sin 
embargo, en todos los ejemplos publicados hasta ahora usando endolisinas derivadas de bacteriófagos para el 30 
tratamiento de infecciones bacterianas, la cantidad de proteína para un tratamiento eficaz es muy alta. Esto se debe 
a la escasa estabilidad de las enzimas y se debe a la inhibición de la actividad en matrices relevantes de aplicación. 

En el caso de lisinas contra bacterias Staphilococcus, se han clonado y caracterizado varias endolisinas silvestres. 
Por ejemplo, la proteína 17 del fago P68 es una endolisina de estafilococo, que se notifica que presenta actividad 
antimicrobiana contra aislados de S. aureus incluyendo aislados clínicos (Takac y Blasi 2005). Diversos grupos 35 
investigaron la endolisina del bacteriófago phi11 de S. aureus en aplicaciones antimicrobianas. Navarre et al. 1999 
identificaron dos dominios activos enzimáticos (amidasa y endopeptidasa) en lisina de phi11 y mostraron que un 
mutante con deleción del dominio de amidasa todavía es activo. Se han caracterizado mutantes de endolisina de 
phi11 (y phi12) mediante diferentes ensayos de actividad en paredes celulares de S. aureus, bacterias inactivadas 
por calor y en biopelículas bacterianas (Sass y Bierbaum 2007). Todas estas investigaciones tienen en común que 40 
están usando condiciones experimentales artificiales para la caracterización funcional de las endolisinas. Por tanto, 
no pueden extraerse evidencias en cuanto a la eficacia en células vivas en condiciones relevantes de aplicación a 
partir de estas publicaciones. 

Otra enzima estafilolítica se deriva del bacteriófago phiK. Esta endolisina, denominada lysK, se ha caracterizado en 
más detalle por los grupos de David M. Donavan y R. Paul Ross (O’FIaherty et al. 2005; documento WO 45 
2008/001342; Becker et al. 2008; Horgan et al. 2009). Han podido demostrar que lysK tiene una amplia actividad 
bactericida contra bacterias estafilococos vivas sin discriminar entre los diferentes géneros. LysK consiste en un 
CBD y dos EAD, una cisteína-histidina aminopeptidasa (CHAP) y un dominio amidasa. Al expresar los EAD 
individuales, pudieron demostrar que el dominio CHAP sólo es suficiente para destruir, pero no el dominio amidasa. 
Un mutante de deleción, sin el dominio amidasa (lysK∆221-390), posee la misma actividad de destrucción que la 50 
proteína silvestre. Al determinarse los valores de MIC para los constructos de truncamiento/deleción, sólo pudieron 
medirse los valores de MIC para lysK∆221-390 y LysK silvestre en medio TSB. El dominio CHAP no mostró sólo 
actividad medible dentro de una matriz compleja de este tipo. Los valores de MIC determinados fueron 
considerablemente altos, 78 µg/mΙ y 63 µg/ml para lysK∆221-390 y lysK silvestre, respectivamente. Hasta ahora no 
se ha descrito ninguna lisina quimérica basándose en los dominios de lysK.  55 

Todos los datos publicados usando endolisinas silvestres muestran claramente que estas moléculas son bastante 
eficaces en destruir bacterias en disoluciones tampón. La ventaja de estas moléculas es el tiempo de comienzo muy 
rápido (de minutos a horas), y el modo de acción desde el exterior sin implicación de procesos metabólicos dentro 
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de la célula. De hecho, para las endolisinas, no se ha descrito en la bibliografía la inducción/adquisición de 
resistencia. Por otra parte, las endolisinas silvestres tienden a ser bastante inestables a temperaturas elevadas y la 
funcionalidad se reduce en composiciones complejas como medios de cultivo o fluidos biológicos. Todos los valores 
de MIC (concentración inhibitoria mínima) o valores de MBC (concentración bactericida mínima) publicados están en 
el intervalo > 50 µg/ml. Puede especularse que en muchos casos los valores de MIC no se notifican por motivos 5 
experimentales. También pueden encontrarse en bacterias enzimas con propiedades de degradación de pared 
celular similares a las lisinas de bacteriófago (endolisinas). Las autolisinas son enzimas bacteriolíticas que digieren 
el peptidoglicano de la pared celular de las bacterias que las producen. Las autolisinas están implicadas en la 
reconstrucción de la pared celular durante la división de células bacterianas. Aunque potencialmente letales, las 
autolisinas parecen ser universales entre las bacterias que poseen peptidoglicano. “Autolisina” es el término usado 10 
para las lisinas, que se producen por bacterias y que están implicadas en la división celular, mientras que el término 
“lisina” o “endolisina” se refiere a enzimas líticas, que están implicadas en la liberación de fagos, tal como se 
describió anteriormente en el presente documento. Las bacteriocinas son moléculas también producidas y 
secretadas por microorganismos. Son sustancias antibacterianas de naturaleza proteica que se producen por 
diferentes especies bacterianas. Una subclase de bacteriocinas consiste en enzimas (toxinas proteicas) que se 15 
producen por bacterias para inhibir el crecimiento de cepa(s) bacteriana(s) de concurrencia similar o estrechamente 
relacionada(s) en su hábitat. También contienen CBD y EAD. Las bacteriocinas seleccionan como diana procariotas 
pero no eucariotas, lo que las hace seguras para el consumo humano. 

La bacteriocina lisostafina se produce de manera natural mediante el Staphilococcus simulans para combatir al 
Staphilococcus aureus. Es altamente eficaz in vitro y puede destruir bacterias en medios complejos (Kumar J. 2008). 20 
La lisostafina consiste en un CBD y un dominio de glicil-glicina endopeptidasa, que escinde el puente cruzado de 
pentaglicinas característico en paredes celulares de S. aureus. Esta molécula se ha sometido a prueba en diversos 
modelos animales y presenta buena eficacia incluso en matrices complejas (Kokai-Kun et al. 2007; Kusuma et al. 
2007). Los valores de MIC notificados de lisostafina son más de 1000 veces inferiores en comparación con lysK 
(<0,02 µg/ml). La principal desventaja de la lisostafina es la aparición de resistencia en S. aureus. Hasta ahora se 25 
han descrito dos mecanismos de escape genético diferentes. En primer lugar, la incorporación de serina en el 
puente de pentaglicinas (DeHart et al. 1995). En segundo lugar, el acortamiento del puente de glicinas; gly3 o gly2 
(Ehlert et al. 1997; Stranden et al. 1997). Puede suponerse que tal marcador de resistencia monogénica se 
seleccionará rápidamente bajo presión de selección. 

Los dominios activos enzimáticos (EAD) pueden encontrarse además en proteínas estructurales de bacteriófagos 30 
(enzimas muralíticas asociadas a la cola). Forman parte de la maquinaria de infección temprana del bacteriófago, 
hidrolizando localmente la pared celular antes de la inyección de ADN. 

Con el fin de abordar el hecho de desarrollo de resistencia, los grupos comenzaron a investigar la combinación de 
diferentes lisinas. Por ejemplo, se han descrito efectos sinérgicos entre lysK y lisostafina (Becker et al. 2008), dando 
como resultado concentraciones eficaces reducidas para destruir S. aureus. El inconveniente de este concepto es 35 
que en el caso de aparición de resistencia contra un componente (por ejemplo, lisostafina), la concentración del 
segundo componente ya no será eficaz. Además, una composición con dos componentes activos es difícil de 
desarrollar y es caro de producir. 

Aunque los estafilococos y los estreptococos pertenecen a las bacterias patogénicas humanas más comunes, 
Listeria son asimismo bacterias patogénicas extendidas de seres humanos y animales, que provocan el patrón de 40 
enfermedad de la listeriosis. Las lisinas de fago de Listeria se han probado como sustancias antimicrobianas para la 
descontaminación de listeria. Por ejemplo, el documento WO 2004/004495 describe la lisina de fago de Listeria, 
PlyP100, del fago de Listeria P100 y su aplicación satisfactoria en la contaminación de alimentos por Listeria. El 
documento WO 96/07756 describe lisinas de fago de fagos que infectan Listeria que muestran actividad lítica sobre 
la pared celular de bacterias Listeria. En particular, el documento WO 96/07756 da a conocer las lisinas de fago de 45 
Listeria Ply118, Ply500 y Ply511 de los fagos de Listeria A118, A500 y A511, respectivamente. Específicamente, se 
ha demostrado que Ply511 tiene una amplia variedad de hospedadores en una multitud de serovariedades de 
Listeria. El documento WO 2010/010192 describe la lisina de Listeria PlyP40 del fago de Listeria P40 y su uso como 
sustancia antimicrobiana en la descolonización de Listeria. 

Sanz et al. 1996 describen la construcción de una hidrolasa de peptidoglicano de neumococo trifuncional quimérica 50 
mediante la fusión de un dominio de unión a colina con dos módulos catalíticos que proporcionan actividad lisozima 
y amidasa. Se demostró que los tres módulos pueden adquirir la conformación de plegamiento apropiada en la 
enzima quimérica de tres dominios y que la actividad de la enzima quimérica es comparable a la de las enzimas 
parentales. 

Tominaga y Hatakeyama 2007 (Appl. Environ. Microbial. 73(16):5292-5299) dan a conocer un método para obtener 55 
bacteriocinas mejoradas mediante intercambio de ADN entre diferentes bacteriocinas de clase IIa, obteniendo una 
biblioteca de proteínas quiméricas. El documento WO 2007/130655 da a conocer proteínas quiméricas de una 
enzima de degradación de mureína asociada a la cola (TAME) o una bacteriocina de tipo cola con un dominio de 
unión a células (CBD) heterólogo obtenido mediante mutagénesis aleatoria o específica de sitio. En Yamabhai 2009 
(Biotechnology Journal 4(4):544-553) y Kitamura et al. 2002 (Protein Engineering 15(10):843-853) se describen 60 
diferentes métodos de generar moléculas intercambiadas que comprenden diferentes dominios de una familia de 
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proteínas. Además, el uso de soportes sólidos para el ligamiento secuencial de dominios para construir proteínas 
quiméricas se describe, por ejemplo, en el documento WO 03/040342. 

Se sabe que es posible una combinación de dominios (CBD y EAD) de organismos de diferentes fuentes. Sin 
embargo, el fin de tales experimentos de intercambio de dominios siempre fue alterar o ampliar la especificidad de 
hospedador de las lisinas (Diaz et al. 1990; Croux et al. 1993; Donovan et al. 2006). Hasta ahora, no se han 5 
realizado experimentos de intercambio de dominios sistemáticos con EAD derivados de endolisina para obtener 
moléculas líticas con propiedades mejoradas con respecto a la eficacia, el potencial de resistencia y la estabilidad. 

La presente invención proporciona satisfactoriamente métodos de generación y examen para polipéptidos 
quiméricos líticos, que pueden usarse en el control de contaminación, colonización e infección bacteriana. Los 
métodos según la presente invención permiten la generación e identificación de polipéptidos quiméricos líticos 10 
nuevos y altamente eficaces como sustituto de antibióticos o sustancias de destrucción de bacterias. 

Sumario de la invención 

El uso de dominios líticos de una endolisina de bacteriófago, una bacteriocina o una autolisina bacteriana, 
específicamente dominios líticos de bacteriófago derivados de endolisinas, para el tratamiento de infecciones 
bacterianas es una alternativa prometedora para superar el número creciente de resistencia a antibióticos en 15 
bacterias. Tal como mostraron en principio varios investigadores, es posible destruir bacterias in vitro y en modelos 
animales. La ventaja de tales proteínas líticas es el rápido comienzo de acción y el menor riesgo de desarrollo de 
resistencia contra estas enzimas. 

Según, entre otros, Sanz et al. 1996 y basándose en la teoría modular de la evolución de proteínas, los inventores 
de la presente solicitud se dirigieron a la construcción de enzimas quiméricas líticas completamente activas con 20 
propiedades biológicas mejoradas, que pueden usarse en el tratamiento y la profilaxis de contaminación, 
colonización e infección bacteriana patogénica. Los métodos de la presente invención proporcionan medios de 
generación y examen para tales polipéptidos quiméricos líticos mejorados basándose en la reunión aleatoria de 
dominios de unión a células y dominios activos enzimáticamente funcionales que presentan actividad lítica sobre 
paredes celulares bacterianas. 25 

La presente invención proporciona satisfactoriamente métodos novedosos de generación y examen para 
polipéptidos quiméricos, que pueden usarse en el tratamiento y la profilaxis de contaminación, colonización e 
infección bacteriana patogénica. Los métodos novedosos se basan en la recombinación aleatoria de dominios de 
proteínas, y los polipéptidos quiméricos que pueden obtenerse mediante los métodos según la invención se 
caracterizan porque comprenden al menos un dominio activo enzimático y al menos un dominio de unión a células. 30 
Por tanto, la presente invención proporciona combinaciones novedosas de EAD y CBD de diferentes fuentes u 
orígenes y permite generar y examinar polipéptidos líticos quiméricos con propiedades mejoradas en cuanto a la 
unión a y/o lisis de células bacterianas. La presente divulgación también proporciona una biblioteca de polipéptidos 
quiméricos que pueden obtenerse mediante los métodos de la presente invención. 

La invención se define en las reivindicaciones. 35 

El primer aspecto de la invención comprende los siguientes puntos: 

[1] Un método de examen para un polipéptido quimérico lítico que comprende las etapas de: 

(a) proporcionar una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un dominio de unión a células 
(CBD) y una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un dominio activo enzimático (EAD) y 
opcionalmente una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un CBD y al menos un EAD, en el 40 
que el EAD se selecciona del grupo que consiste en 

(i) el dominio lítico de una lisina de bacteriófago, 

(ii) el dominio lítico de una bacteriocina, 

(iii) el dominio lítico de una autolisina bacteriana; y 

(iv) una proteína asociada a cola de bacteriófago que tiene actividad lítica. 45 

(b) amplificar una secuencia de primer (1er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) usando un par 
de cebadores diseñados para introducir diferentes sitios de restricción en el extremo 5’ y en el extremo 3’, y un 
marcaje con etiqueta en el extremo 5’ o en el extremo 3’; 

(c) amplificar una secuencia de segundo (2º) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) usando un 
par de cebadores diseñados para introducir: 50 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del 1er dominio, y en el extremo 3’ un sitio de restricción diferente de los sitios de restricción introducidos 
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en la secuencia de 1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del 1er dominio, y en el extremo 5’ un sitio de restricción diferente de los sitios de restricción introducidos 
en la secuencia de 1er dominio; 

(d) opcionalmente amplificar una secuencia de tercer (3er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) 5 
usando un par de cebadores diseñados para introducir: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 5’ del 
1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 10 
extremo 5’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 3’ del 
1er dominio; 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean diferentes en el 
extremo 5’ y en el extremo 3’ de la secuencia de 3er dominio; 

(e) opcionalmente amplificar una o más secuencias de dominio adicionales seleccionadas de las secuencias de 15 
dominio de (a) para ampliar la serie de secuencias de dominio según las etapas (b) a (d), usando para cada una de 
dicha una o más secuencias de dominio adicionales un par de cebadores diseñados siguiendo el principio de las 
etapas (c) y (d) para introducir: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 5’ del 20 
1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 3’ del 
1er dominio; 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean diferentes en el 25 
extremo 5’ y en el extremo 3’ de cada una de dicha una o más secuencias de dominio adicionales; 

(f) realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio amplificadas de cualquiera de las etapas (b) a 
(e) con enzimas de restricción que seleccionan como diana los sitios de restricción introducidos en cualquiera de las 
etapas (b) a (e), en el que no se realiza una digestión de restricción en el sitio de restricción introducido en un 
extremo que porta un marcaje con etiqueta; 30 

(g) ligar las secuencias de 1er y 2º dominio digeridas obtenidas en la etapa (f) para obtener un producto de ligación 
que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio; 

(h) unir el producto de ligación de la etapa (g) a un soporte sólido usando el marcaje de etiqueta de la secuencia de 
1er dominio para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio; 

(j) ligar opcionalmente la secuencia de 3er dominio digerida de (d) obtenida en la etapa (f) al producto de ligación 35 
unido de la etapa (h) para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias de 1er, 2º y 3er 
dominio; 

(k) ligar opcionalmente una o más secuencias de dominio digeridas de (e) obtenidas en la etapa (f) al producto de 
ligación unido de la etapa (j) para obtener un producto de ligación unido que comprende una o más secuencias de 
dominio adicionales de (e); 40 

(I) liberar el producto de ligación obtenido en cualquiera de las etapas (h) a (k) del soporte sólido; 

(m) clonar el producto de ligación obtenido en la etapa (I) en un vector de expresión; 

(n) introducir el vector obtenido en la etapa (m) en un hospedador de expresión, preferiblemente en un hospedador 
de expresión bacteriano; 

(o) cultivar el hospedador de expresión de la etapa (n) que porta el vector obtenido en la etapa (m) en condiciones 45 
adecuadas para permitir la expresión de un polipéptido lítico codificado por las secuencias de dominio del producto 
de ligación clonado; 

(p) seleccionar y aislar un clon de expresión que expresa un polipéptido lítico según la etapa (o) usando la actividad 
lítica del polipéptido; y 

(q) caracterizar el polipéptido lítico expresado por el clon de expresión aislado de la etapa (p) e identificar un 50 
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polipéptido quimérico lítico. 

[2] Un método de generación de un polipéptido quimérico que tiene al menos un dominio de unión a células (CBD) y 
al menos un dominio activo enzimático (EAD), comprendiendo el método las etapas de: 

(a) proporcionar una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un CBD y una o más secuencias 
de ADN que codifican cada una al menos un EAD, y opcionalmente una o más secuencias de ADN que codifican 5 
cada una al menos un CBD y al menos un EAD, en el que el EAD se selecciona del grupo que consiste en 

(i) el dominio lítico de una lisina de bacteriófago; 

(ii) el dominio lítico de una bacteriocina; 

(iii) el dominio lítico de una autolisina bacteriana; y 

(iv) una proteína asociada a cola de bacteriófago que tiene actividad lítica. 10 

(b) amplificar una secuencia de primer (1er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) usando un par 
de cebadores diseñados para introducir diferentes sitios de restricción en el extremo 5’ y en el extremo 3’, y un 
marcaje con etiqueta en el extremo 5’ o en el extremo 3’; 

(c) amplificar una secuencia de segundo (2º) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) usando un 
par de cebadores diseñados para introducir: 15 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del primer dominio, y en el extremo 3’ un sitio de restricción diferente de los sitios de restricción 
introducidos en la secuencia de 1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del 1er dominio, y en el extremo 5’ un sitio de restricción diferente de los sitios de restricción introducidos 20 
en la secuencia de 1er dominio; 

(d) opcionalmente amplificar una secuencia de tercer (3er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) 
usando un par de cebadores diseñados para introducir: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 5’ del 25 
1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 3’ del 
1er dominio; 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean diferentes en el 30 
extremo 5’ y en el extremo 3’ de la secuencia de 3er dominio; 

(e) opcionalmente amplificar una o más secuencias de dominio adicionales seleccionadas de las secuencias de 
dominio de (a) para ampliar la serie de secuencias de dominio según las etapas (b) a (d), usando para cada una de 
dicha una o más secuencias de dominio adicionales un par de cebadores diseñados siguiendo el principio de las 
etapas (c) y (d) para introducir: 35 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 5’ del 
1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 3’ del 40 
1er dominio; 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean diferentes en el 
extremo 5’ y en el extremo 3’ de cada una de dicha una o más secuencias de dominio adicionales; 

(f) realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio amplificadas de cualquiera de las etapas (b) a 
(e) usando enzimas de restricción que seleccionan como diana los sitios de restricción introducidos en cualquiera de 45 
las etapas (b) a (e), en el que no se realiza una digestión de restricción en el sitio de restricción introducido en un 
extremo que porta un marcaje con etiqueta; 

(g) ligar las secuencias de 1er y 2º dominio digeridas obtenidas en la etapa (f) para obtener un producto de ligación 
que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio; 
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(h) unir los productos de ligación de la etapa (g) a un soporte sólido usando el marcaje de etiqueta de la secuencia 
de 1er dominio para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio; 

(j) ligar opcionalmente la secuencia de 3er dominio digerida de (d) obtenida en la etapa (f) al producto de ligación 
unido de la etapa (h) para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias de 1er, 2º y 3er 
dominio; 5 

(k) ligar opcionalmente una o más secuencias de dominio digeridas de (e) obtenidas en la etapa (f) al producto de 
ligación unido de la etapa (j) para obtener un producto de ligación unido que comprende una o más secuencias de 
dominio adicionales de (e); 

(I) liberar el producto de ligación obtenido en una cualquiera de las etapas (h) a (k) del soporte sólido; y 

(m) caracterizar el producto de ligación obtenido en la etapa (I) e identificar polipéptidos quiméricos que tienen al 10 
menos un CBD y al menos un EAD. 

[3] El método según el punto [1] o [2], que comprende además una etapa de lavado tras unir el primer producto de 
ligación al soporte sólido en la etapa (h) para eliminar los productos de ligación no unidos y/o las secuencias de 
dominio no ligadas. 

[4] El método según uno cualquiera de los puntos [1] a [3], en el que las etapas (g) y (h) se sustituyen por una etapa 15 
de unir la secuencia de 1er dominio digerida a un soporte sólido usando el marcaje de etiqueta en el extremo 5’ o en 
el extremo 3’, respectivamente, y una etapa posterior de ligar la secuencia de 2º dominio digerida de (c) obtenida en 
la etapa (f) a la secuencia de 1er dominio unida para obtener un producto de ligación unido que comprende las 
secuencias de 1er y 2º dominio. 

[5] El método según el punto [4], que comprende además una etapa de eliminar secuencias de dominio no unidas 20 
tras unir el primer producto de ligación al soporte sólido, y opcionalmente una etapa adicional de eliminar secuencias 
de dominio no ligadas tras ligar la segunda secuencia de dominio a la primera secuencia de dominio unida. 

[6] El método para examinar un polipéptido quimérico lítico según uno cualquiera de los puntos [1] y [3] a [5], que 
comprende además una etapa de eliminar secuencias de dominio no ligadas tras cada etapa de ligación realizada 
en cualquiera de las etapas (j) a (k). 25 

[7] El método para generar polipéptidos quiméricos que tienen al menos un CBD y al menos un EAD según uno 
cualquiera de los puntos [2] a [5], que comprende además una etapa de eliminar secuencias de dominio no ligadas 
tras cada etapa de ligación realizada en la etapas (j) y (k). 

[8] El método según uno cualquiera de los puntos [1] a [7], en el que las secuencias de dominio de (a) se clonan en 
un vector antes de la amplificación. 30 

[9] El método según uno cualquiera de los puntos [1] a [8], en el que la etapa de liberar el producto de ligación o 
productos de ligación del soporte sólido se lleva a cabo usando una enzima de restricción que selecciona como 
diana el sitio de restricción en el extremo del 1er dominio que está portando el marcaje con etiqueta. 

[10]. El método según uno cualquiera de los puntos [1] a [9], en el que en el caso de etapas de ligación repetidas 
opcionalmente tras cualquier etapa de ligación repetida, parte del producto de ligación unido obtenido se separa del 35 
método antes de realizar una etapa de ligación posterior. 

[11] El método según uno cualquiera de los puntos [1] a [10], en el que el soporte sólido es una partícula, una 
superficie de un dispositivo, una lámina metálica o un vellón. 

[12] El método según el punto [11], en el que la partícula es una perla de sílice o una perla de polímero orgánico que 
es magnética. 40 

[13] Un polipéptido quimérico lítico que puede obtenerse mediante el método para examinar un polipéptido quimérico 
lítico según uno cualquiera de los puntos [1] y [3] a [12]. 

[14] Un polipéptido quimérico o una pluralidad de polipéptidos quiméricos que pueden obtenerse mediante el método 
de generación de polipéptidos quiméricos que tienen al menos un CBD y al menos un EAD según uno cualquiera de 
los puntos [2] a [12]. 45 

[15] Una biblioteca de ADN que comprende los clones que portan los productos de ligación obtenidos en el método 
según uno cualquiera de los puntos [1] a [12]. 

Un segundo aspecto de la invención comprende los siguientes puntos: 

1”. Un método de examen para un polipéptido quimérico lítico que comprende las etapas de: 

(a) proporcionar una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un dominio de unión a células 50 
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(CBD) y una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un dominio activo enzimático (EAD) y 
opcionalmente una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un CBD y al menos un EAD, en el 
que el EAD se selecciona del grupo que consiste en 

(i) el dominio lítico de una lisina de bacteriófago, 

(ii) el dominio lítico de una bacteriocina, 5 

(iii) el dominio lítico de una autolisina bacteriana; y 

(iv) una proteína asociada a cola de bacteriófago que tiene actividad lítica; 

(b) amplificar una secuencia de primer (1er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) usando un par 
de cebadores diseñados para introducir diferentes sitios de restricción en el extremo 5’ y en el extremo 3’, y un 
marcaje con etiqueta en el extremo 5’ o en el extremo 3’; 10 

(c) amplificar una secuencia de segundo (2º) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) usando un 
par de cebadores diseñados para introducir: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del 1er dominio, y en el extremo 3’ un sitio de restricción diferente de los sitios de restricción introducidos 
en la secuencia de 1er dominio, 15 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del 1er dominio, y en el extremo 5’ un sitio de restricción diferente de los sitios de restricción introducidos 
en la secuencia de 1er dominio; 

(d) opcionalmente amplificar una secuencia de tercer (3er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) 
usando un par de cebadores diseñados para introducir: 20 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 5’ del 
1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 3’ del 25 
1er dominio; 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean diferentes en el 
extremo 5’ y en el extremo 3’ de la secuencia de 3er dominio; 

(e) opcionalmente amplificar una o más secuencias de dominio adicionales seleccionadas de las secuencias de 
dominio de (a) para ampliar la serie de secuencias de dominio según las etapas (b) a (d), usando para cada una de 30 
dicha una o más secuencias de dominio adicionales un par de cebadores diseñados siguiendo el principio de las 
etapas (c) y (d) para introducir: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 5’ del 
1er dominio, 35 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 3’ del 
1er dominio; 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean diferentes en el 
extremo 5’ y en el extremo 3’ de cada una de dicha una o más secuencias de dominio adicionales; 40 

(f) realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio de cualquiera de las etapas (b) a (e): 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción de la secuencia de 
dominio de la etapa (b) con una enzima de restricción que selecciona como diana el sitio de restricción en el extremo 
3’ y realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio de cualquiera de las etapas (c) a (e) con 
enzimas de restricción que seleccionan como diana los sitios de restricción en los extremos 5’, 45 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción de la secuencia de 
dominio de la etapa (b) con una enzima de restricción que selecciona como diana el sitio de restricción en el extremo 
5’ y realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio de cualquiera de las etapas (c) a (e) con 
enzimas de restricción que seleccionan como diana los sitios de restricción en los extremos 3’; 

(g) ligar las secuencias de 1er y 2º dominio digeridas obtenidas en la etapa (f) para obtener un producto de ligación 50 
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que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio; 

(h) unir el producto de ligación de la etapa (g) a un soporte sólido usando el marcaje de etiqueta de la secuencia de 
1er dominio para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio; 

(j) realizar una digestión de restricción del producto de ligación unido de la etapa (h): 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 5 
unido de (h) con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 3’ del 2º dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido de (h) con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 5’ del 2º dominio; 

(k) ligar opcionalmente la secuencia de 3er dominio digerida de la etapa (d) obtenida en la etapa (f) al producto de 
ligación unido de la etapa (j) para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias de 1er, 2º y 10 
3er dominio; 

(I) realizar una digestión de restricción del producto de ligación unido de la etapa (k): 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido de la etapa (k) con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 3’ del 3er dominio. 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 15 
unido de la etapa (k) con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 5’ del 3er dominio. 

(m) ligar opcionalmente una o más secuencias de dominio digeridas de (e) obtenidas en la etapa (f) al producto de 
ligación unido de la etapa (I) para obtener un producto de ligación unido que comprende una o más secuencias de 
dominio adicionales de la etapa (e), realizando de ese modo tras cada etapa de ligación una digestión de restricción 
del producto de ligación unido tal como sigue: 20 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 3’ de dicha secuencia de dominio 
adicional que se ligó al producto de ligación unido, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 5’ de dicha secuencia de dominio 25 
adicional que se ligó al producto de ligación unido; 

(n) liberar el producto de ligación obtenido en cualquiera de las etapas (h) a (m) del soporte sólido; 

(o) clonar el producto de ligación obtenido en la etapa (n) en un vector de expresión; 

(p) introducir el vector obtenido en la etapa (o) en un hospedador de expresión, preferiblemente en un hospedador 
de expresión bacteriano; 30 

(q) cultivar el hospedador de expresión de la etapa (p) que porta el vector obtenido en la etapa (o) en condiciones 
adecuadas para permitir la expresión de un polipéptido lítico codificado por las secuencias de dominio del producto 
de ligación clonado; 

(r) seleccionar y aislar un clon de expresión que expresa un polipéptido lítico según la etapa (q) usando la actividad 
lítica del polipéptido; y 35 

(s) caracterizar el polipéptido lítico expresado por el clon de expresión aislado de la etapa (r) e identificar un 
polipéptido quimérico lítico. 

2”. Un método de generación de un polipéptido quimérico que tiene al menos un dominio de unión a células (CBD) y 
al menos un dominio activo enzimático (EAD), comprendiendo el método las etapas de: 

(a) proporcionar una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un CBD y una o más secuencias 40 
de ADN que codifican cada una al menos un EAD, y opcionalmente una o más secuencias de ADN que codifican 
cada una al menos un CBD y al menos un EAD, en el que el EAD se selecciona del grupo que consiste en 

(i) el dominio lítico de una lisina de bacteriófago; 

(ii) el dominio lítico de una bacteriocina; 

(iii) el dominio lítico de una autolisina bacteriana; y 45 

(iv) una proteína asociada a cola de bacteriófago que tiene actividad lítica. 
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(b) amplificar una secuencia de primer (1er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) usando un par 
de cebadores diseñados para introducir diferentes sitios de restricción en el extremo 5’ y en el extremo 3’, y un 
marcaje con etiqueta en el extremo 5’ o en el extremo 3’; 

(c) amplificar una secuencia de segundo (2º) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) usando un 
par de cebadores diseñados para introducir: 5 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del primer dominio, y en el extremo 3’ un sitio de restricción diferente de los sitios de restricción 
introducidos en la secuencia de 1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del 1er dominio, y en el extremo 5’ un sitio de restricción diferente de los sitios de restricción introducidos 10 
en la secuencia de 1er dominio; 

(d) opcionalmente amplificar una secuencia de tercer (3er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) 
usando un par de cebadores diseñados para introducir: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 5’ del 15 
1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 3’ del 
1er dominio; 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean diferentes en el 20 
extremo 5’ y en el extremo 3’ de la secuencia de 3er dominio; 

(e) opcionalmente amplificar una o más secuencias de dominio adicionales seleccionadas de las secuencias de 
dominio de (a) para ampliar la serie de secuencias de dominio según las etapas (b) a (d), usando para cada una de 
dicha una o más secuencias de dominio adicionales un par de cebadores diseñados siguiendo el principio de las 
etapas (c) y (d) para introducir: 25 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 5’ del 
1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 3’ del 30 
1er dominio; 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean diferentes en el 
extremo 5’ y en el extremo 3’ de cada una de dicha una o más secuencias de dominio adicionales; 

(f) realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio de cualquiera de las etapas (b) a (e): 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción de la secuencia de 35 
dominio de la etapa (b) con una enzima de restricción que selecciona como diana el sitio de restricción en el extremo 
3’ y realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio de cualquiera de las etapas (c) a (e) con 
enzimas de restricción que seleccionan como diana los sitios de restricción en los extremos 5’, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción de la secuencia de 
dominio de la etapa (b) con una enzima de restricción que selecciona como diana el sitio de restricción en el extremo 40 
5’ y realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio de cualquiera de las etapas (c) a (e) con 
enzimas de restricción que seleccionan como diana los sitios de restricción en los extremos 3’; 

(g) ligar las secuencias de 1er y 2º dominio digeridas obtenidas en la etapa (f) para obtener un producto de ligación 
que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio; 

(h) unir el producto de ligación de la etapa (g) a un soporte sólido usando el marcaje de etiqueta de la secuencia de 45 
1er dominio para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio; 

(j) realizar una digestión de restricción del producto de ligación unido de la etapa (h): 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido de (h) con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 3’ del 2º dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 50 
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unido de (h) con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 5’ del 2º dominio; 

(k) ligar opcionalmente la secuencia de 3er dominio digerida de (d) obtenida en la etapa (f) al producto de ligación 
unido de la etapa (j) para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias de 1er, 2º y 3er 
dominio; 

(I) realizar una digestión de restricción del producto de ligación unido de la etapa (k): 5 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido de la etapa (k) con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 3’ del 3er dominio. 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido de la etapa (k) con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 5’ del 3er dominio. 

(m) ligar opcionalmente una o más secuencias de dominio digeridas de (e) obtenidas en la etapa (f) al producto de 10 
ligación unido de la etapa (I) para obtener un producto de ligación unido que comprende una o más secuencias de 
dominio adicionales de la etapa (e), realizando de ese modo tras cada etapa de ligación una digestión de restricción 
del producto de ligación unido tal como sigue: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 3’ de dicha secuencia de dominio 15 
adicional que se ligó al producto de ligación unido, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 5’ de dicha secuencia de dominio 
adicional que se ligó al producto de ligación unido; 

(n) liberar el producto de ligación obtenido en cualquiera de las etapas (h) a (m) del soporte sólido; 20 

(o) caracterizar el producto de ligación obtenido en la etapa (n) e identificar polipéptidos quiméricos que tienen al 
menos un CBD y al menos un EAD. 

3”. El método según el punto 1” o 2”, que comprende además una etapa de lavado tras unir el primer producto de 
ligación al soporte sólido en la etapa (h) para eliminar los productos de ligación no unidos y/o las secuencias de 
dominio no ligadas. 25 

4”. El método según uno cualquiera de los puntos 1” a 3”, en el que las etapas (g) y (h) se sustituyen por una etapa 
de unir la secuencia de 1er dominio digerida a un soporte sólido usando el marcaje de etiqueta en el extremo 5’ o en 
el extremo 3’, respectivamente, y una etapa posterior de ligar la secuencia de 2º dominio digerida de (c) obtenida en 
la etapa (f) a la secuencia de 1er dominio unida para obtener un producto de ligación unido que comprende las 
secuencias de 1er y 2º dominio. 30 

5”. El método según el punto 4”, que comprende además una etapa de eliminar secuencias de dominio no unidas 
tras unir el primer producto de ligación al soporte sólido, y opcionalmente una etapa adicional de eliminar secuencias 
de dominio no ligadas tras ligar la segunda secuencia de dominio a la primera secuencia de dominio unida. 

6”. El método para examinar un polipéptido quimérico lítico según uno cualquiera de los puntos 1” y 3” a 5”, que 
comprende además una etapa de eliminar secuencias de dominio no ligadas y/o productos no deseados que 35 
resultan de la digestión de restricción tras cada etapa de ligación y restricción realizada en cualquiera de las etapas 
(h) a (m). 

7”. El método para generar polipéptidos quiméricos que tienen al menos un CBD y al menos un EAD según uno 
cualquiera de los puntos 2” a 5”, que comprende además una etapa de eliminar secuencias de dominio no ligadas 
y/o productos no deseados que resultan de la digestión de restricción tras cada etapa de ligación y restricción 40 
realizada en la etapas (k) a (m). 

8”. El método según uno cualquiera de los puntos 2” a 5”, en el que la etapa (o) comprende las etapas de: (o) clonar 
el producto de ligación obtenido en la etapa (n) en un vector de expresión; 

(p) introducir el vector obtenido en la etapa (o) en un hospedador de expresión, preferiblemente en un hospedador 
de expresión bacteriano; 45 

(q) cultivar el hospedador de expresión de la etapa (p) que porta el vector obtenido en la etapa (o) en condiciones 
adecuadas para permitir la expresión de un polipéptido lítico codificado por las secuencias de dominio del producto 
de ligación clonado; 

(r) seleccionar y aislar un clon de expresión que expresa un polipéptido lítico según la etapa (q) usando la actividad 
lítica del polipéptido; y 50 
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(s) caracterizar el polipéptido lítico expresado por el clon de expresión aislado de la etapa (r) e identificar un 
polipéptido quimérico lítico que tiene al menos un CBD y al menos un EAD. 

9”. El método según uno cualquiera de los puntos 1” a 8”, en el que las secuencias de dominio de (a) se clonan en 
un vector antes de la amplificación. 

10”. El método según uno cualquiera de los puntos 1” a 9”, en el que la etapa de liberar el producto de ligación o 5 
productos de ligación del soporte sólido se lleva a cabo usando una enzima de restricción que selecciona como 
diana el sitio de restricción en el extremo del 1er dominio que está portando el marcaje con etiqueta. 

11”. El método según uno cualquiera de los puntos 1” a 10”, en el que en el caso de etapas de ligación repetidas 
opcionalmente tras cualquier etapa de ligación repetida, parte del producto de ligación unido obtenido se separa del 
método antes de realizar una etapa de ligación posterior. 10 

12”. El método según uno cualquiera de los puntos 1” a 11”, en el que el soporte sólido es una partícula, una 
superficie de un dispositivo, una lámina metálica o un vellón. 

13”. El método según el punto 12”, en el que la partícula es una perla de sílice o una perla de polímero orgánico que 
es magnética. 

14”. Un polipéptido quimérico lítico que puede obtenerse mediante el método para examinar un polipéptido quimérico 15 
lítico según uno cualquiera de los puntos 1” y 3” a 13”. 

15”. Un polipéptido quimérico o una pluralidad de polipéptidos quiméricos que pueden obtenerse mediante el método 
de generación de polipéptidos quiméricos que tienen al menos un CBD y al menos un EAD según uno cualquiera de 
los puntos 2” a 13”. 

16”. Una biblioteca de polipéptidos quiméricos que pueden obtenerse mediante el método según uno cualquiera de 20 
los puntos 2” a 13”. 

Breve descripción de los dibujos 

La figura 1 muestra un esquema del vector de clonación modificado pET14b. El extremo 5’ del inserto se ligará al 
sitio NcoI, el extremo 3’ del inserto se ligará al sitio SpeI del vector. En el sentido de 3’ del sitio SpeI se encuentra la 
secuencia para el ligador sintético. Para que el inserto no porte codón de terminación, la traducción incluirá el ligador 25 
sintético y un terminador en un codón intrínseco de vector detrás del sitio BamHI. 

La figura 2 muestra un esquema para la introducción de sitios de restricción específicos de posición mediante 
combinaciones de cebador específico de posición. En particular, la figura 2 muestra el vector de clonación pET14b 
con un inserto (en este caso: EAD) de NcoI en el sitio BamHI. El cebador directo de PCR solapa en 3’ con el inserto 
e introduce para la posición 1 un sitio NcoI y una etiqueta de biotina, para la posición 2 un sitio PstI y para la posición 30 
3 un sitio SalI. El cebador inverso de PCR solapa en 5’ con el inserto e introduce para la posición 1 un sitio PstI, para 
la posición 2 un sitio SalI y para la posición 3 un sitio EcoRV. 

Figura 3: PCR de EAD500 con combinaciones de cebador específicas de posición y por tanto sitios de restricción de 
la posición 1, 2 y 3. La figura 3 muestra el gel de agarosa con los productos de PCR de EAD500 de la posición 1, la 
posición 2 y la posición 3. Los productos se generaron con los cebadores de PCR específicos de posición y el 35 
EAD500 clonado como molde. Los fragmentos generados tienen el mismo tamaño pero portan los sitios de 
restricción específicos de posición, diferentes. 

Figura 4: Análisis en gel de agarosa de S1, S2 y perlas. La figura 4 muestra un experimento de unión de ADN 
biotinilado y no biotinilado y perlas recubiertas de estreptavidina. Las etiquetas de biotina pueden cortarse mediante 
digestión con Ncol. S1 es el sobrenadante tras la incubación de ADN con perlas recubiertas de estreptavidina y 40 
contiene ADN biotinilado con 1400 pb y 600 pb así como ADN no biotinilado con 700 pb. El ADN no biotinilado no 
pudo unirse a las perlas de estreptavidina debido a la falta de una etiqueta de biotina. El ADN biotinilado superó la 
capacidad de unión de las perlas de estreptavidina y por tanto estaba en el sobrenadante. Se lavaron las perlas y se 
resuspendieron en tampón y se realizó una digestión de restricción con Ncol. Se retiró el sobrenadante (=S2). S2 
sólo contiene ADN con 1400 pb y 600 pb. Se biotinilaron estos fragmentos y pudieron unirse a las perlas. Las 45 
propias perlas no mostraron bandas de ADN en el gel de agarosa. 

La figura 5 muestra los 16 posibles constructos de la ligación de los 4 EAD N-terminales (EAD511, EADP35, 
EADP40 y EADPSA) combinados con los 4 CBD C-terminales (CBD006, CBD500, CBD511, CBDP40 variante A). En 
la ligación aleatoria, cada EAD debe ligarse a cada CBD. 

Figura 6: Fragmentos de PCR de EAD y CBD para la posición 1 y la posición 2, respectivamente. E: EAD, C: CBD. 50 
La figura 6 muestra un gel de agarosa con los productos de PCR de los EAD (E) para la posición 1 (EAD511: 
640 pb, EADP40: 730 bp, EADPSA: 601 pb, EADP35: 505 bp) amplificados con los cebadores específicos para la 
posición 1 y los CBD (C) para la posición 2 (CBD511: 550 bp, CBDP40 variante A: 463 bp, CBD500: 532 bp, 
CBD006: 337 bp) amplificados con los cebadores específicos para la posición 2. 

E11726355
20-06-2016ES 2 577 830 T3

 



13 

Figura 7: Análisis de ligación y captura de ADN en gel de agarosa al 1,5%. L: Ligación, NS: sobrenadante tras la 
digestión con NcoI, D: dominios reunidos. La figura 7 muestra un gel de agarosa de la ligación aleatoria de los 4 
EAD N-terminales y los 4 CBD C-terminales. Se aplicaron aproximadamente 0,06 pmol de cada fragmento en el 
carril D tal como se indica mediante las flechas. El carril L muestra los productos de ligación con 0,06 pmol de cada 
fragmento. El carril NS muestra los productos de ligación fuera de 0,06 pmol de cada fragmento que se capturaron a 5 
través de la etiqueta de biotina mediante perlas recubiertas de estreptavidina y corte de las perlas mediante NcoI. 

Figura 8: Esquema de pQE60-lib con sitio de clonación modificado. La figura 8 muestra un esquema del vector 
pQE60-lib. Se adaptó el sitio de clonación múltiple para clonar los insertos con un sitio NcoI en 5’ y un sitio PstI, SalI 
o EcoRV en 3’. La traducción comienza con el ATG del sitio NcoI y termina en un codón de terminación intrínseco de 
vector entre el sitio EcoRV y el sitio HindIII. 10 

Figura 9: Las células de E. coli M15 inducidas muestran lisis tras transformación con plásmido y crecimiento de 
colonias. La figura 9 muestra una placa de selección de lisis con transformantes de E. coli M15 que expresan 
endolisina inducida. Se sembraron células de E. coli transformadas en placas de lisis con células de Listeria WSLC 
2011 (Listeria innocua, serotipo 6a) inactivadas por calor. La placa de selección de lisis contiene agar superior de 
LB, células de Listeria WSLC 2011 (Listeria innocua, serotipo 6a) inactivadas por calor, IPTG y ampicilina. Se 15 
transformaron E. coli M15 con endolisinas que portaban pQE60-lib y se sembraron en placa. Las células de E. coli 
que expresan una proteína soluble y activa están rodeadas por una zona sin células de Listeria. 

Figura 10: Confirmación de las 16 posibles variantes. La figura 10 muestra la confirmación de las 16 posibles 
variantes A a P de los 4 EAD N-terminales (EADP40, EADP35, EAD511, EADPSA) y los 4 CBD C-terminales 
(CBD511, CBD500, CBDP40 variante A, CBD006). Se realizó PCR de colonias con cebador directo pQE e inverso 20 
pQE y se digirió en el sitio PstI donde se ligaron los dominios entre sí durante el procedimiento de clonación. Se 
analizaron los fragmentos resultantes mediante electroforesis en gel de agarosa. Los dominios separados pueden 
identificarse por los tamaños de dominio individuales. Los tamaños de dominio incluyen también fragmentos desde 
los límites de dominio hasta los sitios de cebado del cebador directo pQE e inverso pQE. CBDP40 significa el 
constructo de CBDP40-A de la tabla 1. 25 

La figura 11 muestra el análisis en gel de SDS de la expresión de proteínas de las 16 variantes A-P. Todas las 
proteínas tienen el tamaño correcto. Por tanto, los fragmentos de dominio se ligan correctamente sin 
desplazamientos de marco. La numeración es igual que en la figura 10. 

Figura 12: El espectro lítico de las 16 variantes sigue el comportamiento de los CBD correspondientes. La figura 12 
muestra el comportamiento lítico de las variantes A-P contra las serovariedades de Listeria 6a (L. innocua 30 
WSLC2011), 1/2a (L. monocytogenes EGDe) y 4b (L monocytogenes ScottA). Las proteínas se comportan de 
manera correspondiente a los espectros de unión de CBD: las variantes A, D, F y K tienen CBD511 y lisan las tres 
serovariedades, CBD511 se une a las tres serovariedades. Las variantes con CBD500 (B, E, G y L) lisan sólo las 
serovariedades 6a y 4b, las variantes con CBD006 (I, M, O P) lisan principalmente las serovariedades 1/2a. Los 
candidatos con CBDP40 no son líticamente activos contra las células de Listeria sometidas a prueba, lo que significa 35 
que este CBDP40 variante A no es funcional. Sv 6a: L. innocua WSLC201 1, 1/2a: L. monocytogenes EGDe, 4b: L. 
monocytogenes ScottA. 

Figura 13: Las figuras 13A y 13B muestran los métodos reivindicados usando o bien marcaje en 5’ (figura 13A) o 
bien marcaje en 3’ (figura 13B) del 1er dominio según el primer aspecto de la invención. Según el primer aspecto de 
la invención, los métodos reivindicados comprenden realizar una digestión de restricción en las secuencias de 40 
dominio amplificadas de cualquiera de las etapas (b) a (e) con enzimas de restricción que seleccionan como diana 
los sitios de restricción introducidos en cualquiera de las etapas (b) a (e), en los que no se realiza una digestión de 
restricción en el sitio de restricción introducido en un extremo que porta un marcaje con etiqueta. 

Figura 14: La figuras 14A y 14B muestra los métodos reivindicados usando o bien marcaje en 5’ (figura 14A) o bien 
marcaje en 3’ (figura 14B) del 1er dominio según el segundo aspecto de la invención. Según el segundo aspecto de 45 
la invención, los métodos reivindicados comprenden realizar una digestión de restricción en las secuencias de 
dominio de cualquiera de las etapas (b) a (e) tal como sigue: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio (figura 14A): realizar una digestión de restricción de la 
secuencia de dominio de la etapa (b) con una enzima de restricción que selecciona como diana el sitio de restricción 
en el extremo 3’ y realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio de cualquiera de las etapas (c) 50 
a (e) con enzimas de restricción que seleccionan como diana los sitios de restricción en los extremos 5’, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio (figura 14B): realizar una digestión de restricción de la 
secuencia de dominio de la etapa (b) con una enzima de restricción que selecciona como diana el sitio de restricción 
en el extremo 5’ y realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio de cualquiera de las etapas (c) 
a (e) con enzimas de restricción que seleccionan como diana los sitios de restricción en los extremos 3’. 55 

Además, según el segundo aspecto de la invención, los métodos reivindicados comprenden además realizar una 
digestión de restricción adicional en el producto de ligación unido tal como sigue: 
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(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 3’ del dominio ligado al producto de 
ligación unido, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 5’ del dominio ligado al producto de 5 
ligación unido. 

Descripción detallada de la invención 

Lo anterior ha explicado resumidamente las características de diversas realizaciones con el fin de que la descripción 
detallada que sigue se entienda mejor. A continuación en el presente documento se describirán características y 
ventajas adicionales de diversas realizaciones que constituyen el objeto de las reivindicaciones de la invención. 10 

La técnica anterior describe polipéptidos quiméricos líticos, que pueden comprender un CBD y un EAD. El 
documento WO 2010/020657 describe la combinación de diferentes fragmentos de polipéptidos procedentes de 
diferentes enzimas silvestres para dar nuevos constructos de polipéptidos quimérico (“intercambio”). Tal como se 
menciona en el mismo, los fragmentos se combinan mediante métodos biológicos moleculares a nivel del ácido 
nucleico. Hay varias diferencias entre los documentos WO 2010/020657 y los métodos novedosos de la presente 15 
invención. En particular, a diferencia con el documento WO 2010/020657, los métodos de la presente invención 
comprenden el uso de un soporte sólido. Esto proporciona una mejora de la eficacia y la exactitud de los métodos de 
generación y examen para un polipéptido quimérico según la presente invención. Además, el uso de un soporte 
sólido proporciona acelerar la generación de polipéptidos quiméricos novedosos. 

Además, los métodos de la presente invención siguen un proceso cíclico, que tiene el efecto de que sólo se forman 20 
aquellos constructos que tienen la longitud deseada, es decir, polipéptidos quiméricos que tienen, por ejemplo, 3 ó 4 
dominios. En relación con esto, ha de observarse que los constructos son tal que no se generan de manera dirigida. 
Es decir, la secuencia (es decir, el orden cronológico) de los dominios en los polipéptidos quiméricos obtenidos a 
partir de los métodos no está predeterminada (enfoque combinatorio). En este caso, el enfoque seguido en la 
técnica anterior, en particular en el documento WO 2010/020657, es completamente diferente. En particular, en los 25 
polipéptidos quiméricos generados en la técnica anterior, los dominios están predeterminados (enfoque de clonación 
dirigida) y los dominios usados en los métodos de clonación eran dominios conocidos que tenían características 
favorables específicas y propiedades/actividades ventajosas. Esto no es sorprendente dado que en la técnica 
anterior se deseaba combinar los EAD, que se conocían por su actividad lítica favorable. En otras palabras, la 
técnica anterior estaba siguiendo el principio de considerar qué combinación de dominios completamente 30 
caracterizados conocidos podía desearse. En cambio, los dominios aplicados en los métodos de la presente 
invención son independientes de cualquier conocimiento anterior de este tipo, aun cuando naturalmente pueden 
aplicarse secuencias de dominio a los métodos de la presente invención. Sin embargo, básicamente no existe el 
conocimiento anterior necesario con respecto a las características, las posiciones relativas y las 
actividades/propiedades de los dominios aplicados en los métodos de la presente invención. Los polipéptidos 35 
quiméricos obtenidos a partir de los métodos de la presente invención se caracterizan usando la actividad lítica de 
los constructos resultantes. Por tanto, los métodos reivindicados permiten seleccionar aquellas variantes que tienen 
propiedades superiores deseadas. Este enfoque seguido por los métodos de la presente invención es un enfoque 
libre de hipótesis (dirigido por descubrimiento). No hay necesidad de identificar y caracterizar las secuencias de 
dominio antes de realizar los métodos de la presente invención. Esta es una clara diferencia con respecto a los 40 
métodos de la técnica anterior. La técnica anterior ni enseña ni sugiere ni predice el enfoque que está subyacente a 
los métodos de la presente invención. 

En esencia, los métodos de la presente invención permiten generar y examinar combinaciones de dominios 
mejoradas que no podrían haberse esperado considerando los dominios individuales de manera aislada. Esta 
eficacia de los métodos reivindicados se ha demostrado en los ejemplos de la presente solicitud (ejemplos 5 y 6). 45 
Por tanto, la presente solicitud proporciona evidencias en relación con la calidad de los métodos reivindicados. No 
hay ningún método en la técnica anterior que generará resultados similares a los logrados con los métodos de la 
presente invención. 

Además, la siguiente tabla muestra el número de variantes que pueden obtenerse con los métodos de la presente 
invención: 50 

Número de 
secuencias de 
ADN (dominios) 

Posibles variantes 
de 2 dominios 

Posibles variantes 
de 3 dominios 

Posibles variantes 
de 4 dominios 

Total 

5 25 125 625 775 
10 100 1000 10000 11100 
20 400 8000 160000 168400 
25 625 15625 390625 406875 

Por tanto, los métodos de la presente invención proporcionan una generación rápida y precisa de todas las variantes 
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que resultan de un número específico de secuencias de ADN aplicadas a los métodos. Se requerirían enormes 
esfuerzos laboriosos que llevan mucho tiempo si tuvieran que generarse todas las variantes posibles usando 
métodos de clonación convencionales. Además, los métodos de la presente invención tienen el efecto de que se 
eliminan los subproductos no deseados durante las etapas del método, proporcionando de una alta eficacia de los 
métodos y mejorando la posibilidad de que todas las posibles variantes estén presentes en la biblioteca resultante. 5 

En la presente invención, el término “CBD” representa la abreviatura para dominio de unión a células, más 
específicamente dominio de unión a la pared celular. Por tanto, el término “CBD” también puede representar la 
abreviatura para dominio de unión a la pared celular. Los términos “dominio de unión a células” y “dominio de unión 
a la pared celular” pueden usarse de manera intercambiable. La definición estructural y funcional de un CBD según 
la presente invención se facilita en otro lugar de la descripción. 10 

En la presente invención, “EAD” representa la abreviatura para dominio activo enzimático. En la presente invención, 
un EAD tiene actividad lítica contra bacterias. Por tanto, un EAD según la presente invención también puede 
considerarse un dominio lítico. Una definición estructural y funcional más específica de un EAD según la presente 
invención se facilita en otro lugar en el presente documento en la descripción. Los EAD según la presente invención 
pueden aislarse de la naturaleza o pueden producirse mediante medios recombinantes y sintéticos. 15 

En la bibliografía, los términos “lisina de bacteriófagos”, “endolisinas de fago”, “endolisinas”, “virolisinas” y “lisinas” a 
menudo se usan de manera intercambiable. Por tanto, en la presente invención, los términos “lisina de 
bacteriófagos”, “endolisinas de fago”, “endolisinas” y “lisinas” pueden usarse de manera intercambiable mientras 
definan el mismo tipo de enzimas, concretamente enzimas que hidrolizan la pared celular bacteriana sintetizadas 
durante la fase tardía de la expresión génica en el ciclo lítico de la multiplicación del fago. A modo de otra definición, 20 
las endolisinas son enzimas codificadas por genomas de fago ADN de doble cadena (dc) que lisan paredes 
celulares bacterianas. En general, en la presente invención el término “bacteriófago” o “fago” significa “bacteriófago 
lítico” o “bacteriófago lisogénico” (“fago lítico” o “fago lisogénico”). 

Un “fago” o “bacteriófago”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la categoría bien conocida de 
virus que infectan bacterias. Los fagos incluyen secuencias ADN o ARN encapsidadas en una envuelta o 25 
recubrimiento de proteínas (“cápside”). 

En la presente invención, el término “bacteria” preferiblemente describe un “bacteriana diana”, y se refiere a una 
bacteria que se une mediante un polipéptido quimérico de la presente invención y/o cuyo crecimiento, supervivencia 
o replicación se inhibe mediante la actividad enzimática de un EAD según la presente invención. Una bacteria de 
este tipo según la presente invención es preferiblemente una bacteria patógena. La inhibición del crecimiento 30 
bacteriano se refiere a la ralentización o detención de la velocidad de división de una célula bacteriana o al cese de 
la división celular bacteriana o a la muerte de las bacterias. El término “bacteria diana” incluye específicamente 
bacterias diana tanto Gram positivas como Gram negativas, preferiblemente bacterias Gram positivas. 

En la presente invención, un polipéptido que puede obtenerse mediante los métodos reivindicados es quimérico 
porque comprende una combinación de dominios seleccionados de CBD y EAD, que no se encuentran como tal en 35 
la naturaleza. Preferiblemente, los dominios combinados en un polipéptido quimérico que puede obtenerse mediante 
los métodos de la presente invención son de fuente u origen diferente. Por tanto, un polipéptido quimérico que puede 
obtenerse mediante los métodos de la presente invención puede comprender un CBD y un EAD de la misma fuente 
u origen, siempre que el polipéptido quimérico comprenda al menos un CBD y/o EAD adicional de una fuente u 
origen diferente. Además, un polipéptido quimérico que puede obtenerse mediante los métodos de la presente 40 
invención puede comprender un CBD y un EAD de la misma fuente u origen si la combinación de dominios de la 
misma fuente u origen es tal que no se encuentra en la naturaleza. En la presente invención, el término “heterólogo” 
puede usarse de manera intercambiable con el término “quimérico”. 

En la presente invención, el término “dominio(s) de fuente u origen diferente” incluye “dominio(s) de una fuente u 
origen de organismo diferente” y “dominio(s) de una fuente u origen de enzima diferente”. 45 

Un polipéptido quimérico que puede obtenerse mediante los métodos de la presente invención puede comprender 
más de un EAD y, por tanto, puede actuar sobre diferentes estructuras de pared celular, y por tanto tiene potencial 
para tratar dos o más infecciones bacterianas diferentes al mismo tiempo. 

En la presente invención, una especie bacteriana patógena se define por las similitudes encontradas entre sus 
miembros. Se usan propiedades tales como reacciones bioquímicas, composición química, estructuras celulares, 50 
características genéticas y características inmunológicas para definir las especies bacterianas patogénicas y por 
tanto para diferenciar diferentes especies bacterianas patogénicas. 

Un EAD según la presente invención presenta actividad lítica contra una célula bacteriana. Por tanto, un EAD según 
la presente invención presenta la actividad de inhibición de crecimiento bacteriano, incluyendo la ralentización o 
detención de la velocidad de división celular de las bacterias o el cese de la división celular de bacterias, o la muerte 55 
de las bacterias (destrucción de las bacterias colonizadoras). 

En diversas realizaciones de la presente invención, el EAD es el dominio lítico de una endolisina de bacteriófago, 
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incluyendo endolisinas de bacteriófago contra bacterias Gram positivas y Gram negativas. Más preferiblemente, el 
EAD es el dominio lítico de una endolisina de bacteriófago, en el que la endolisina procede de un bacteriófago que 
infecta una bacteria Gram positiva. En diversas realizaciones, el EAD es el dominio lítico de una endolisina de 
bacteriófago, en el que la endolisina procede de un bacteriófago que infecta una bacteria Gram negativa. 

Tal como se mencionó anteriormente, en la presente invención las lisinas de bacteriófagos (o lisinas) son enzimas 5 
hidrolizantes de la pared celular bacteriana sintetizadas durante la fase tardía de la expresión génica en el ciclo lítico 
de multiplicación de fagos. Como el peptidoglicano es el principal componente estructural de paredes celulares 
bacterianas, en la presente invención las lisinas de bacteriófagos son preferiblemente enzimas hidrolizantes de 
peptidoglicano. Más preferiblemente, en la presente invención una lisina de bacteriófago es una glicosidasa, 
amidasa o endopeptidasa, dependiendo del tipo de enlace químico que escinden dentro del peptidoglicano. Todavía 10 
más preferiblemente, una lisina de bacteriófago que va a usarse en la presente invención muestra actividad 
muramidasa, actividad glucosaminidasa o actividad transglicosilasa. Por tanto, en la presente invención, una lisina 
de bacteriófago proporciona al menos una de las siguientes actividades enzimáticas contra un sustrato de 
peptidoglicano: actividad muramidasa, actividad glucosaminidasa, actividad N-acetilmuramil-L-alanina amidasa y 
actividad endopeptidasa. 15 

A modo de otra definición, las endolisinas de bacteriófagos son enzimas codificadas por genomas de fagos de ADN 
bicatenario (bc) que someten a lisis paredes celulares bacterianas. Esta definición de endolisinas de bacteriófagos 
también queda abarcada por la presente invención. 

En diversas realizaciones de la presente invención, el EAD es el dominio lítico de una bacteriocina, incluyendo el 
dominio lítico de una bacteriocina de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Preferiblemente, el EAD es el 20 
dominio lítico de una bacteriocina de una bacteria Gram-positiva. En diversas realizaciones, el EAD es el dominio 
lítico de una bacteriocina de una bacteria Gram-negativa. 

En diversas realizaciones de la presente invención, el EAD es el dominio lítico de una autolisina bacteriana, 
incluyendo autolisinas de bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas. Preferiblemente, el EAD es el 
dominio lítico de una autolisina de una bacteria Gram-positiva. En diversas realizaciones, el EAD es el dominio lítico 25 
de una autolisina de una bacteria Gram-negativa. 

No sólo se sabe que los bacteriófagos codifican y producen lisinas, sino también las denominadas enzimas 
muralíticas asociadas con la cola (TAME), que también pueden hidrolizar paredes celulares bacterianas. Mientras 
que las lisinas se producen en la fase final del ciclo vital del fago para facilitar la liberación de los fagos progenie a 
partir de la bacteria hospedadora, en cambio las TAME son proteínas estructurales necesarias durante la primera 30 
fase del proceso de infección de una célula hospedadora. La primera fase del proceso de infección de fago 
comprende las etapas de adsorción a y penetración en la célula hospedadora, lo cual se media usando, entre otras 
cosas, la TAME. Muchos pero no todos los fagos tienen colas unidas a la cabeza del fago. Por tanto, en diversas 
realizaciones de la presente invención, el EAD es una proteína asociada a cola de bacteriófago que tiene actividad 
lítica. Preferiblemente, el EAD es una proteína asociada a cola que tiene actividad lítica de fagos que infectan 35 
hospedadores Gram-positivos. En diversas realizaciones, el EAD es una proteína asociada a cola que tiene 
actividad lítica de fagos que infectan hospedadores Gram-negativos. Las proteínas asociadas a cola de bacteriófago 
median normalmente en el reconocimiento y la unión del fago al hospedador diana, y algunas de ellas presentan 
actividades de degradación de la pared celular, lo cual ayuda en la penetración de componentes de fago en el 
hospedador. 40 

En diversas realizaciones de la presente invención, el EAD se deriva de equivalentes de cola de bacteriófago en 
caudovirales, que proporcionan medios para que el fago entre en un hospedador bacteriano a partir del entorno 
externo. 

Un polipéptido quimérico que puede obtenerse mediante los métodos de la presente invención puede comprender 
más de un CBD y, por tanto, puede unirse a diferentes estructuras de la pared celular, y por tanto tiene posibilidad 45 
para tratar dos o más infecciones bacterianas diferentes al mismo tiempo. 

En la presente invención, puede usarse cualquier clase de CBD en los métodos de la presente invención e incluye 
dominios de unión a célula, que son parte de proteínas que se unen a una célula bacteriana diana, específicamente 
a la pared celular de una bacteria diana. Por tanto, en la presente invención, los CBD son específicamente dominios 
de unión a pared celular. En general, un CBD según la presente invención se une a células bacterianas, 50 
específicamente a paredes celulares de bacterias diana, más específicamente a componentes de la pared celular 
producidos por una célula diana, que están asociados de manera no covalente o covalente con la pared celular de 
una célula diana. En otras palabras, el dominio de unión a célula o dominio de unión a pared celular es la parte de 
una proteína de unión a célula o proteína de unión a pared celular que es necesaria y suficiente para la capacidad 
de unión a una célula bacteriana o célula bacteriana diana, específicamente para la capacidad de unión a la 55 
superficie celular de una célula bacteriana o célula bacteriana diana. La célula bacteriana o célula bacteriana diana 
incluye cualquier célula bacteriana Gram-positiva o Gram-negativa. 

En diversas realizaciones preferidas de la presente invención, el CBD es el dominio de unión a célula de una 
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endolisina de bacteriófago, incluyendo endolisinas de bacteriófagos contra bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. Más preferiblemente, el CBD es el dominio de unión a célula de una endolisina de bacteriófago, en el que 
la endolisina es de un bacteriófago que infecta una bacteria Gram-positiva. En diversas realizaciones el CBD es el 
dominio de unión a célula de una endolisina de bacteriófago, en el que la endolisina es de un bacteriófago que 
infecta una bacteria Gram-negativa. 5 

En diversas realizaciones preferidas de la presente invención, el CBD es el dominio de unión a célula de una 
bacteriocina, incluyendo el dominio de unión a célula de una bacteriocina de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. Preferiblemente, el CBD es el dominio de unión a célula de una bacteriocina de una bacteria Gram-
positiva. En diversas realizaciones, el CBD es el dominio de unión a célula de una bacteriocina de una bacteria 
Gram-negativa. 10 

En diversas realizaciones preferidas de la presente invención, el CBD es el dominio de unión a célula de una 
autolisina bacteriana, incluyendo autolisinas de bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas. 
Preferiblemente, el CBD es el dominio de unión a célula de una autolisina de una bacteria Gram-positiva. En 
diversas realizaciones, el CBD es el dominio de unión a célula de una autolisina de una bacteria Gram-negativa. 

Los CBD que van a usarse en los métodos de la presente invención pueden unirse específicamente a bacterias. Por 15 
tanto, aunque los CBD según la presente invención muestran actividad de unión a célula, no tienen nada de 
actividad hidrolítica o actividad hidrolítica no significativa. Se pretende que nada de actividad hidrolítica o actividad 
hidrolítica no significativa en este contexto describa la situación en la que la actividad hidrolítica no es suficiente para 
prevenir que la aplicación de un CBD se una a una célula bacteriana, más específicamente a una pared celular 
bacteriana. Se supone que un CBD que va a usarse en los métodos de la presente invención es una proteína, que 20 
no tiene ninguna actividad hidrolítica en sí misma. Esto también se aplica a fragmentos y variantes de un CBD según 
la presente invención, que también quedan abarcados por la presente invención. 

La presente invención abarca secuencias de ADN de cualquier CBD y EAD conocidos. En la presente invención, 
también pueden usarse secuencias de ADN que codifican fragmentos funcionales de CBD y EAD conocidos así 
como secuencias de ADN que codifican mutantes y variantes de CBD y EAD conocidos que tienen la misma función 25 
o actividad biológica que el CBD o EAD de referencia conocido en los métodos de la presente invención, es decir, la 
unión a la pared celular de una célula bacteriana y mostrar la actividad de hidrolizar una pared celular bacteriana, 
respectivamente. 

Tal como se usan en el presente documento, los términos “fragmento funcional”, “mutante” y “variante” se refieren a 
un polipéptido, que presenta función o actividad biológica identificada mediante un ensayo funcional definido y 30 
asociado con una alteración biológica, morfológica o fenotípica particular en una célula bacteriana o de una célula 
bacteriana. Los EAD y CBD según la presente invención también abarcan específicamente formas que se producen 
de manera natural tales como, por ejemplo, formas modificadas o sometidas a corte y empalme de manera 
alternativa y variantes que se producen de manera natural de las mismas, pudiendo usarse las secuencias de ADN 
que codifican las mismas en los métodos de la presente invención. 35 

Las secuencias de ADN que codifican fragmentos y variantes de CBD y EAD que pueden usarse en los métodos de 
la presente invención incluyen secuencias de ADN sintetizadas químicamente (genes sintéticos). 

Las modificaciones de CBD y EAD según la presente invención pueden dar como resultado proteínas mutantes o 
variantes que tienen actividad sustancialmente equivalente a un CBD o EAD de referencia descrito en el presente 
documento. Tales modificaciones pueden ser deliberadas, tales como mutagénesis dirigida al sitio, o pueden 40 
producirse mediante cambios espontáneos en secuencias de nucleótidos y de aminoácidos en las que estos 
cambios producen polipéptidos modificados que tienen actividad sustancialmente equivalente al CBD o EAD de 
referencia respectivo. Cualquier polipéptido producido mediante modificaciones secundarias de una secuencia de 
aminoácidos primaria de CBD o EAD conocida se incluye en el presente documento siempre que esté presente la 
actividad biológica de un dominio de unión a pared celular o un dominio activo enzimático que muestra actividad 45 
lítica. También pueden usarse secuencias de ADN que codifican tales polipéptidos de CBD y EAD modificados en 
los métodos según la presente invención. 

Tal como se usa en el presente documento, “actividad sustancialmente equivalente” se refiere a polipéptidos, en los 
que cambios en una o más bases de nucleótido de la secuencia de nucleótidos respectiva que codifica el polipéptido 
dan como resultado la sustitución de uno o más aminoácidos, pero no afectan a las propiedades funcionales del 50 
polipéptido codificado por la secuencia de nucleótidos. “Actividad sustancialmente equivalente” también se refiere a 
modificaciones de secuencias de ácido nucleico que codifican CBD y/o EAD tales como deleción o inserción que no 
afectan sustancialmente a las propiedades funcionales del transcrito y/o la proteína resultante. Por tanto, se entiende 
que en los métodos según la presente invención pueden usarse más de una secuencia de nucleótidos o de 
aminoácidos de CBD y EAD conocidos, es decir incluyendo equivalentes funcionales de los mismos. 55 

Los CBD y EAD para su uso en la presente invención pueden identificarse mediante análisis de secuencias 
genómicas usando el sitio web del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov); específicamente, puede usarse ORF Finder 
en el sitio web del NCBI para la identificación (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Pueden examinarse 
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secuencias de proteínas predichas para determinar homología con proteínas conocidas usando búsquedas de 
BLAST a través del sitio web de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Pueden realizarse alineaciones de 
secuencias múltiples de genes y proteínas homólogas usando ClustalW en el sitio web de EBI 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). 

En particular, con respecto a endolisinas, el experto en la técnica está en posición de identificar CBD y EAD 5 
mediante búsqueda de homología en el genoma de bacterias y fagos bacterianos y/o examen funcional de 
bibliotecas de ADN de genomas de fagos. Tales búsquedas de homología pueden no sólo seleccionar como diana 
genes de lisina, sino también genes de holina correspondientes ya que resulta que la holina y la lisina se codifican 
de manera adyacente en un genoma particular. Por tanto, seleccionando como diana genes de holina es posible 
identificar lisinas adyacentes. Además, pueden identificarse CBD y EAD de endolisina de bacteriófago de manera 10 
experimental tal como se describe, por ejemplo, en Loessner et al. 2002 y Korndorfer et al. 2006, es decir 
determinando la estructura de dominio de una endolisina y esclareciendo la función de unión a pared celular y lítica 
de los dominios respectivos. Las lisinas de bacteriófago que van a analizarse para detectar CBD y EAD pueden 
identificarse mediante el método descrito en Schuch et al. 2009. Tal como se menciona en ese documento, las 
técnicas descritas pueden adaptarse para identificar lisinas de cualquier fago que infecta a bacterias Gram-positivas 15 
o incluso Gram-negativas. Además, pueden identificarse CBD y EAD de endolisina usando bibliotecas de ADN tal 
como se describe en Schmitz et al. 2008. 

Asimismo, con respecto a autolisinas y bacteriocinas, el experto en la técnica está en posición de identificar CBD y 
EAD mediante búsqueda de homología en el genoma de bacterias. También pueden identificarse CBD y EAD de 
autolisinas y bacteriocinas de manera experimental. 20 

Básicamente, los métodos según la presente invención se caracterizan por la unión de una secuencia de primer 
dominio, que puede ser un CBD o un EAD y que puede ser parte de un constructo de ligación de dos o más 
secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD, a un soporte sólido usando un marcaje con 
etiqueta de dicha secuencia de primer dominio que va a unirse al soporte sólido. Además, los métodos según la 
presente invención se caracterizan básicamente por ligar una o más secuencias de dominio seleccionadas de 25 
secuencias de CBD y EAD a dicha secuencia de primer dominio cuando está unida al soporte sólido y/o a un 
constructo de ligación de dos o más secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD, que está 
unido a la fase de soporte sólido mediante dicha secuencia de primer dominio que está unida al soporte sólido. Por 
tanto, ligar una o más secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD incluye no sólo ligar una 
o más secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD a una única secuencia de primer dominio 30 
originalmente unida al soporte sólido, sino también ligar una o más secuencias de dominio seleccionadas de 
secuencias de CBD y EAD a un constructo de ligación, que comprende dos o más secuencias de dominio y que 
estaba originalmente unido al soporte sólido mediante una secuencia de primer dominio. Por tanto, las etapas de 
ligación dan como resultado productos de ligación de una o más secuencias de dominio seleccionadas de 
secuencias de CBD y EAD a una única secuencia de primer dominio unida a un soporte sólido o una o más 35 
secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD a un constructo de ligación de dos o más 
secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD, que estaba originalmente unido al soporte 
sólido mediante una secuencia de primer dominio. Todavía adicionalmente, los métodos según la presente invención 
se caracterizan básicamente por liberar el producto de ligación del soporte sólido tras la ligación de una o más 
secuencias de dominio a dicha secuencia de primer dominio unida al soporte sólido y/o al constructo de ligación, que 40 
estaba originalmente unido a la fase de soporte sólido mediante dicha secuencia de primer dominio que estaba 
unida al soporte sólido. Por tanto, la etapa de liberar un producto de ligación del soporte sólido tras realizar una o 
más etapas de ligación de una o más secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD 
proporciona un ADN que codifica un polipéptido, que entonces puede demostrarse que es un polipéptido quimérico 
lítico según la presente invención. 45 

Por consiguiente, la presente invención proporciona métodos de generación y examen para un polipéptido quimérico 
que comprende al menos un CBD y al menos un EAD que comprenden las etapas de (i) unir una secuencia de 
primer dominio, que puede ser un CBD o un EAD y que puede ser parte de un constructo de ligación de dos o más 
secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD, a un soporte sólido usando un marcaje con 
etiqueta de la secuencia de dominio que va a unirse al soporte sólido, (ii) ligar una o más secuencias de dominio 50 
seleccionadas de secuencias de CBD y EAD a dicha secuencia de primer dominio unida al soporte sólido y/o a dicho 
constructo de ligación que comprende una o más secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y 
EAD, que está unido a la fase de soporte sólido mediante dicha secuencia de primer dominio unida al soporte sólido, 
y (iii) liberar del soporte sólido el producto de ligación resultante de la ligación de una o más secuencias de dominio 
a la secuencia de primer dominio unida al soporte sólido y/o resultante de la ligación de una o más secuencias de 55 
dominio a dicho constructo de ligación, que estaba originalmente unido a la fase de soporte sólido mediante dicha 
secuencia de primer dominio unida al soporte sólido. 

En la presente invención, una o más secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD se unen al 
soporte sólido como secuencia de primer dominio mediante marcaje con etiqueta. Por tanto, un número ilimitado de 
las denominadas secuencias de primer dominio diferentes se unen al soporte sólido, y a cada una de ellas pueden 60 
ligarse una o más secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD. Esto permite proporcionar 
un número ilimitado de productos de ligación correspondientes a todas las combinaciones de CBD y EAD, que son 
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estadísticamente posibles dependiendo de las secuencias de CBD y EAD aplicadas y los ciclos de ligación 
realizados, y que como tales no se encuentran en la naturaleza. 

La situación descrita anteriormente es válida en consecuencia para constructos de dos o más secuencias de 
dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD, que se unen a la fase de soporte sólido. Es decir, en diversas 
realizaciones de la presente invención puede unirse un número ilimitado de constructos de una o más secuencias de 5 
dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD al soporte sólido mediante la secuencia de primer dominio que 
porta un marcaje con etiqueta. Por tanto, a cada uno de los constructos de ligación originalmente unidos de dos o 
más secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD, pueden ligarse una o más secuencias de 
dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD. Esto permite proporcionar un número ilimitado de productos 
de ligación correspondientes a todas las combinaciones de CBD y EAD, que son estadísticamente posibles 10 
dependiendo de las secuencias de CBD y EAD aplicadas y los ciclos de ligación realizados, y que como tales no se 
encuentran en la naturaleza. 

Más específicamente, los métodos de la presente invención pueden proporcionar un número ilimitado de productos 
de ligación correspondientes a todas las combinaciones de CBD y EAD de las diferentes fuentes u orígenes 
descritos en el presente documento. Por tanto, la generación y el examen para polipéptidos quiméricos líticos 15 
proporcionados por la presente invención se basan en un intercambio aleatorio de secuencias de dominio 
seleccionadas de secuencias de CBD y EAD usando un soporte sólido, en el que se forma un número ilimitado de 
productos de ligación de dos o más secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD. Por tanto, 
el número de secuencias de primer dominio y/o constructos de ligación de dos o más secuencias de dominio 
seleccionadas de secuencias de CBD y EAD, que van a unirse originalmente al soporte sólido con el fin de formar 20 
productos de ligación mediante realización repetida de etapas de ligación con dicha(s) secuencia(s) de primer 
dominio y/o constructo(s) de ligación, no está limitado e incluye incluso la unión de tan sólo una única secuencia de 
primer dominio de este tipo y/o un único constructo de ligación de este tipo al soporte sólido. 

Según la presente invención, la secuencia de dominio originalmente unida al soporte sólido o la secuencia de 
dominio de un constructo de ligación, que se une directamente al soporte sólido mediante marcaje con etiqueta, se 25 
denomina secuencia de 1er dominio. Además, según la presente invención el constructo de ligación de dos o más 
secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD, que se une originalmente al soporte sólido 
mediante marcaje con etiqueta de la secuencia de primer dominio de un constructo de ligación de este tipo, también 
puede denominarse primer producto de ligación. 

En la presente invención, un soporte sólido que tiene unidas secuencias de primer dominio y/o constructos de 30 
ligación de dos o más secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD puede denominarse fase 
de soporte sólido. Por tanto, en la presente invención ligar secuencias de dominio a secuencias de primer dominio 
y/o constructos de ligación unidos a un soporte sólido también puede describirse como ligar secuencias de dominio a 
la fase de soporte sólido. 

En diversas realizaciones, los métodos según la presente invención se caracterizan por la etapa de proporcionar una 35 
o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un CBD, y además una o más secuencias de ADN que 
codifican cada una al menos un EAD, en los que el EAD se selecciona del grupo que consiste en (i) el dominio lítico 
de una lisina de bacteriófago, (ii) el dominio lítico de una bacteriocina, (iii) el dominio lítico de una autolisina 
bacteriana; y (iv) una proteína asociada a cola de bacteriófago que tiene actividad lítica. Opcionalmente, la etapa (a) 
de los métodos según la presente invención proporciona además una o más secuencias de ADN, en los que cada 40 
secuencia codifica al menos un CBD y al menos un EAD, en los que el EAD se selecciona del grupo que consiste en 
(i) el dominio lítico de una lisina de bacteriófago, (ii) el dominio lítico de una bacteriocina, (iii) el dominio lítico de una 
autolisina bacteriana; y (iv) una proteína asociada a cola de bacteriófago que tiene actividad lítica. Por tanto, aunque 
en la etapa (a) básicamente cada una de las secuencias de ADN (una o más) codifica o bien para al menos un CBD 
o bien para al menos un EAD, opcionalmente la etapa (a) incluye además proporcionar una o más secuencias de 45 
ADN, en el que cada secuencia de ADN codifica tanto para al menos un CBD como para al menos un EAD.  

En la presente invención, la generación de fragmentos de PCR específicos de la posición que pueden ligarse (véase 
el ejemplo 2) puede realizarse de dos maneras: o bien con un cebador que no está marcado con etiqueta (es decir, 
por ejemplo, un cebador no biotinilado) o bien con un cebador que está marcado con etiqueta (es decir, por ejemplo, 
un cebador biotinilado). Los productos de PCR para secuencias de dominio, que se generan con un cebador que no 50 
está marcado con etiqueta, así como los productos de PCR para la secuencia de primer dominio (“posición 1”) 
generados con un cebador que está marcado con etiqueta, deben purificarse usando kits de purificación comunes. 
Los productos de PCR para secuencias de dominio excepto por secuencias de primer dominio generadas con un 
cebador que está marcado con etiqueta (con, por ejemplo, una etiqueta de biotina) pueden purificarse mediante 
partículas magnéticas preparadas de manera correspondiente. Es decir, en el caso de usar el sistema de biotina-55 
estreptavidina, tales productos de PCR pueden purificarse mediante partículas magnéticas recubiertas con 
estreptavidina. En particular, los productos de PCR se unen a perlas, que posteriormente se lavan para aplicar un 
tampón apropiado o cambiar de tampón y se liberan de perlas mediante digestión de restricción en sitios de 
restricción anteriormente introducidos en la secuencia de dominio. Los productos de PCR para secuencias de primer 
dominio generadas con un cebador que se marca con etiqueta pero puede no purificarse mediante partículas 60 
magnéticas junto con el uso de una enzima de restricción porque esto eliminaría el marcaje con etiqueta de la 
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secuencia de primer dominio, lo que sin embargo se requiere para la unión de secuencias de primer dominio a un 
soporte sólido. 

En la presente invención, la amplificación de las secuencias de dominio sigue procedimientos convencionales 
usando PCR y cebadores específicos de la posición. Alternativamente, pueden obtenerse secuencias de dominio a 
partir de preparaciones de plásmido, es decir para la reacción de ligación pueden prepararse secuencias de 5 
dominios mediante digestión de restricción a partir de plásmidos, que portan las secuencias de dominio y que se 
cultivan en hospedadores apropiados para la “amplificación” de los plásmidos. 

En la presente invención, la unión de productos de ligación a un soporte sólido se realiza usando un marcaje con 
etiqueta, preferiblemente un marcaje con etiqueta de biotina. Diversas etiquetas de péptidos se han vuelto populares 
en biotecnología, entre ellas aquellas que permiten esencialmente la inmovilización reversible de proteínas con 10 
matrices de afinidad. 

En la presente invención, la introducción de un marcaje con etiqueta en el extremo 5’ o en el extremo 3’ de una 
secuencia de ADN de dominio puede realizarse usando sistemas de marcaje convencionales que implican el uso, 
por ejemplo, de cebadores biotinilados en 5’ y 3’, respectivamente. En diversas realizaciones, el marcaje con 
etiqueta puede introducirse no directamente en el extremo 5’, sino en una posición de base ubicada más en el 15 
sentido del extremo 3’, siempre que el marcaje con etiqueta todavía pueda retirarse mediante una digestión con 
enzima de restricción. En la presente invención, un marcaje con etiqueta es un marcaje que proporciona una unión 
de una secuencia de ácido nucleico a un soporte sólido tal como una partícula, una superficie de un dispositivo, una 
lámina metálica o un vellón, más específicamente una perla de sílice o una perla de polímero orgánico, que puede 
ser magnético. Por tanto, en diversas realizaciones de la presente invención un marcaje con etiqueta prevé un 20 
marcaje con etiqueta química, por ejemplo un marcaje con biotina o un marcaje con digoxigenina. En diversas 
realizaciones, el sistema de biotina-estreptavidina es un sistema preferido para usarse en los métodos según la 
presente invención, en el que la unión de una secuencia de dominio, específicamente una secuencia de primer 
dominio según la presente invención, o un constructo de ligación de dos o más secuencias de dominio 
seleccionadas de secuencias de CBD y EAD a un soporte sólido se realiza mediante estreptavidina. En diversas 25 
otras realizaciones, el sistema de digoxigenina-anticuerpo es un sistema preferido para usarse en los métodos 
según la presente invención, en el que la unión de una secuencia de dominio, específicamente una secuencia de 
primer dominio según la presente invención, o un constructo de ligación de dos o más secuencias de dominio 
seleccionadas de secuencias de CBD y EAD a un soporte sólido se realiza mediante un anticuerpo. 

En diversas realizaciones de los métodos de la presente invención, el primer dominio que va a ligarse al soporte 30 
sólido puede ser un dominio sin sentido, que porta un marcaje con etiqueta y que puede desprenderse tras realizar 
la(s) etapa(s) de ligación que ligan los dominios de EAD y CBD a la fase de soporte sólido, es decir según la etapa 
de liberar el producto de ligación obtenido del soporte sólido. 

En la presente invención, se realizan digestiones de restricción con enzimas de restricción mediante procedimientos 
convencionales y según el manual del fabricante de la enzima de restricción respectiva. 35 

En la presente invención, la ligación de secuencias de dominio sigue procedimientos convencionales. En diversas 
realizaciones, la ligación de las secuencias de 1er y 2º dominio se realiza en tampón de ligasa mientras que la 
ligación del 1er y 2º dominio ligados con una o más secuencias de dominio adicionales se realiza en tampón de 
enzima de restricción de la(s) enzima(s) de restricción respectiva(s) con la adición de ATP. En diversas 
realizaciones, la ligación de dominios a la fase sólida, es decir ligación de dominios al soporte sólido que ya tiene 40 
unido un producto de ligación, se realiza usando dominios unidos y libres en una razón de 1:5, preferiblemente 1:10. 
En diversas realizaciones, la razón de dominios unidos y libres es de 1:15, más preferiblemente 1:20. 

En los métodos de la presente invención, las secuencias de dominio pueden ligarse a la fase de soporte sólido tras 
haberse realizado una digestión de restricción con cada una de las secuencias de dominio amplificadas con la 
enzima de restricción apropiada que selecciona como diana el sitio de restricción anteriormente introducido en las 45 
secuencias de dominio respectivas según la presente invención. Alternativamente, las secuencias de dominio 
pueden ligarse a la fase de soporte sólido digiriéndose únicamente ese extremo de la secuencia de dominio con una 
enzima de restricción correspondiente, que se liga a la secuencia de dominio anterior en la fase de soporte sólido. 
Dependiendo de la orientación del producto de ligación en crecimiento, es decir dependiendo de que el marcaje con 
etiqueta de la secuencia de primer dominio esté o bien en el extremo 5’ o bien en el extremo 3’, el extremo digerido 50 
de la secuencia de dominio que va a ligarse puede ser o bien el extremo 3’ o bien el extremo 5’. En esta situación, 
se realiza una digestión de restricción en la fase de soporte sólido, es decir, en particular, en el producto de ligación 
en crecimiento, usando la enzima de restricción apropiada que selecciona como diana el sitio de restricción 
introducido en la secuencia de dominio ligada más reciente con el fin de preparar el extremo no ligado de la 
secuencia de dominio ligada más reciente para ligarse con una secuencia de dominio adicional. Esta manera 55 
alternativa de la digestión de restricción y ligación de una secuencia de dominio etapa por etapa es preferiblemente 
aplicable en la situación en la que las secuencias de dominio que pueden ligarse se amplifican usando un cebador 
que está marcado con etiqueta (es decir, por ejemplo, un cebador biotinilado). Por consiguiente, los productos de 
PCR resultantes pueden purificarse mediante partículas magnéticas preparadas de manera correspondiente y los 
productos de PCR se liberan de las perlas mediante digestión de restricción, que se realiza en el sitio de restricción 60 
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anteriormente introducido en la secuencia de dominio que va a amplificarse, que se requiere para ligar la secuencia 
de dominio al producto de ligación en crecimiento en la fase de soporte sólido. Este enfoque no requiere realizar una 
digestión de restricción en el otro sitio de restricción anteriormente introducido en el otro extremo (o bien 5’ o bien 3’) 
de la secuencia de dominio que va a amplificarse. Tal como se describió anteriormente, entonces se realiza una 
digestión de restricción en este sitio de restricción tras haberse ligado la secuencia de dominio a la fase de soporte 5 
sólido. 

En diversas realizaciones de la presente invención, la etapa de liberar el producto de ligación o productos de ligación 
del soporte sólido se lleva a cabo usando una enzima de restricción que selecciona como diana el sitio de restricción 
en el extremo del 1er dominio que está portando el marcaje con etiqueta. En diversas otras realizaciones de la 
presente invención, la etapa de liberar el producto de ligación o productos de ligación del soporte sólido se lleva a 10 
cabo liberando la etiqueta unida del soporte sólido. En este caso, se libera el producto de ligación junto con el 
marcaje con etiqueta del soporte sólido. Por tanto, cuando se usa, por ejemplo, el sistema de biotina-estreptavidina 
en los métodos de la presente invención, esto significa la rotura del enlace estreptavidina-biotina en condiciones 
apropiadas. Cuando la etapa de liberar el producto de ligación del soporte sólido se lleva a cabo liberando la etiqueta 
unida del soporte sólido, la posterior clonación del producto de ligación liberado en un vector de expresión requiere 15 
una digestión de restricción del producto de ligación con la enzima de restricción respectiva que selecciona como 
diana el sitio de restricción en el extremo del 1er dominio del producto de ligación que está portando el marcaje con 
etiqueta. 

En la presente invención, introducir el vector de expresión que porta el producto de ligación liberado del soporte 
sólido en un hospedador de expresión puede realizarse mediante métodos descritos en manuales de laboratorio 20 
convencionales, e incluye procedimientos de transformación convencionales tales como, por ejemplo, 
electroporación o el uso de células químicamente competentes. En la presente invención, el hospedador de 
expresión, en el que se introduce el vector de expresión que porta el producto de ligación, incluye cualquier sistema 
basado en hospedador, que permite la expresión del producto de ligación liberado del soporte sólido. Pueden 
modificarse células hospedadoras por ingeniería genética para incorporar sistemas de expresión o partes de los 25 
mismos. Los ejemplos representativos de hospedadores apropiados incluyen células bacterianas, tales como células 
de estreptococos, estafilococos, enterococos, E. coli, Streptomyces y Bacillus subtilis; células fúngicas, tales como 
células de levadura y células de Aspergillus; células de insecto tales como células de Drosophila S2 y Spodoptera 
Sf9; células de animales tales como células CHO, COS, HeLa, C127, 3T3, BHK, 293 y de melanoma de Bowes y 
células vegetales. 30 

En la presente invención, el hospedador de expresión es preferiblemente una cepa de expresión bacteriana. Más 
preferiblemente, la cepa de expresión bacteriana es una cepa de expresión bacteriana inducible tal como, por 
ejemplo, las cepas de expresión T5 o T7. En general, el experto en la técnica conoce hospedadores de expresión y 
vectores de expresión (plásmidos) que pueden usarse en la presente invención. 

Los vectores de expresión que van a usarse en la presente invención proporcionan o están diseñados para permitir 35 
la clonación del producto de ligación obtenido del soporte sólido mediante sitios de enzimas de restricción 
apropiados. Los constructos de sistema de expresión que van a usarse en la presente invención pueden contener 
regiones de control que regulan así como generan la expresión. Generalmente, con respecto a esto cualquier 
sistema o vector adecuado para expresar productos de ligación y polipéptidos quiméricos según la presente 
invención puede usarse para la expresión. Las secuencias apropiadas pueden insertarse en el sistema de expresión 40 
mediante cualquiera de una variedad de técnicas bien conocidas y rutinarias. 

En diversas realizaciones, el vector de restricción porta un marcador de selección apropiado tal como, por ejemplo, 
un gen de resistencia a ampicilina. 

En la presente invención, seleccionar un clon de expresión que expresa un polipéptido quimérico lítico codificado por 
las secuencias de dominio de un producto de ligación obtenido del soporte sólido incluye, pero no se limita a, 45 
escoger colonias individuales que forman un halo lítico en placas de agar que comprenden, por ejemplo, células de 
Listeria. Tales colonias son transformantes que portan un vector de expresión con un producto de ligación y que 
expresan un polipéptido, que es lítico contra dichas células de Listeria. Las colonias individuales pueden aislarse, 
por ejemplo, escogiendo y cultivando en placas de agar de reserva apropiadas. Una placa de agar de reserva 
apropiada comprende un antibiótico según el vector de expresión que porta el producto de ligación obtenido del 50 
soporte sólido. 

Se entenderá que no todos los vectores, secuencias de control de la expresión y hospedadores funcionarán igual de 
bien para expresar las secuencias de ADN de esta invención. Ni tampoco todos los hospedadores funcionarán igual 
de bien con el mismo sistema de expresión. Sin embargo, un experto en la técnica podrá seleccionar vectores, 
secuencias de control de la expresión y hospedadores apropiados sin experimentación excesiva para lograr la 55 
expresión deseada sin apartarse del alcance de la invención. 

En la presente invención, caracterizar e identificar un polipéptido que puede obtenerse mediante los métodos de la 
presente invención como polipéptido lítico incluye, pero no se limita a, someter a prueba clones seleccionados para 
determinar su actividad lítica contra varias cepas bacterianas, es decir, por ejemplo, contra diferentes 
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serovariedades de Listeria. Por tanto, un polipéptido lítico que puede obtenerse mediante los métodos de la presente 
invención puede caracterizarse para determinar su actividad lítica contra una o más cepas bacterianas. 

En la presente invención, caracterizar e identificar un polipéptido que puede obtenerse mediante los métodos de la 
presente invención como polipéptido lítico también incluye, pero no se limita a, secuenciar los clones que muestran 
actividad lítica contra cepas bacterianas, es decir identificar la secuencia del polipéptido lítico codificada por el 5 
plásmido que porta el producto de ligación obtenido en los métodos de la presente invención. 

En la presente invención, caracterizar e identificar un polipéptido que puede obtenerse mediante los métodos de la 
presente invención como polipéptido lítico incluye además, pero no se limita a, realizar pruebas sobre la expresión 
del polipéptido lítico codificado por el plásmido que porta el producto de ligación obtenido en los métodos de la 
presente invención. En la presente invención, eliminar secuencias de dominio no ligadas tras realizar las etapas de 10 
ligar dominios a la fase de soporte sólido incluye, pero no se limita a, lavar la fase de soporte sólido usando un 
tampón de lavado apropiado para eliminar mediante lavado las secuencias de dominio no ligadas. Por tanto, en la 
presente invención la etapa de eliminar secuencias de dominio no ligadas tras una etapa de ligación es 
preferiblemente una etapa de lavado. Lo mismo es válido para la etapa de eliminar secuencias de dominio no unidas 
tras unir secuencias de primer dominio y/o constructos de ligación según la presente invención a un soporte sólido. 15 

En general, los métodos según la presente invención pueden comprender una o más etapas de lavado tras cada 
etapa de unir una secuencia de primer dominio o un constructo de ligación de dos o más secuencias de dominio 
seleccionadas de secuencias de CBD y EAD a un soporte sólido. Lo mismo se aplica a cada etapa de ligar 
secuencias de dominio a una secuencia de primer dominio y/o a un constructo de ligación de dos o más secuencias 
de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y EAD, que se unen originalmente al soporte sólido con el fin de 20 
formar productos de ligación mediante la realización repetida de etapas de ligación con dicha(s) secuencia(s) de 
primer dominio y/o dicho(s) constructo(s) de ligación. Tal como se usan el presente documento, las etapas de lavado 
proporcionan cambiar tampones, lo cual puede ser necesario debido, por ejemplo, a diferentes enzimas de 
restricción que van a usarse cuando se realizan las etapas de ligación de los métodos de la presente invención. De 
manera similar, una etapa de lavado puede resultar necesaria entre las etapas de unión de una secuencia de primer 25 
dominio o un constructo de ligación de dos o más secuencias de dominio seleccionadas de secuencias de CBD y 
EAD a un soporte sólido y las etapas posteriores de ligación. Además, una o más etapas de lavado pueden resultar 
necesarias tras realizar una digestión de restricción con la fase de soporte sólido tal como se describió anteriormente 
en el presente documento, es decir, una digestión de restricción realizada con el producto de ligación en crecimiento. 
Tales etapas de lavado pueden no sólo resultar necesarias para cambiar tampones, en particular tampones de 30 
enzima de restricción, sino que también pueden realizarse con el fin de eliminar, es decir eliminar mediante lavado, 
productos no deseados que resultan de la digestión de restricción. Por consiguiente, tales etapas de lavado tal como 
se describió anteriormente pueden realizarse tras cualquier etapa de realizar una digestión de restricción en la 
presente invención. 

Tal como entenderá un experto en la técnica, el método de generación de un polipéptido quimérico que tiene al 35 
menos un CBD y al menos un EAD según la presente invención (véase el punto [2] en “Sumario de la invención”) 
puede comprender además una etapa de clonar el producto de ligación obtenido en la etapa (I) en un vector de 
clonación antes de caracterizar los productos de ligación obtenidos. La caracterización de un polipéptido que puede 
obtenerse mediante dicho método como polipéptido quimérico según la presente invención incluye, pero no se limita 
a, secuenciación de los productos de ligación obtenidos y esclarecimiento así de las estructuras de dominios CBD y 40 
EAD. Además, la caracterización de un polipéptido que puede obtenerse mediante dicho método como polipéptido 
quimérico según la presente invención puede realizarse sometiendo a prueba el polipéptido para determinar su 
actividad de unión a pared celular y lítica contra varias cepas bacterianas, por ejemplo, contra diferentes 
serovariedades de Listeria. 

En la presente invención, los términos “proteína” y “péptido” pueden usarse de manera intercambiable con el término 45 
“enzima”. En otras palabras, un “polipéptido quimérico lítico” que puede obtenerse mediante los métodos de la 
presente invención es un polipéptido que comprende uno o más dominios heterólogos que muestran actividad lítica 
sobre células bacterianas patógenas. 

En diversas realizaciones de la presente invención, los métodos comprenden además una etapa de seleccionar 
hospedadores de expresión que portan el vector de expresión con el producto de ligación clonado en los mismos 50 
antes de cultivar el hospedador de expresión en condiciones adecuadas para permitir la expresión de un polipéptido 
lítico codificado por las secuencias de dominio del producto de ligación clonado. 

En diversas realizaciones de la presente invención, las secuencias de dominio se unen (ligan) mediante una 
secuencia de ligador, que es una secuencia de ligador nativa o sintética. En diversas realizaciones de la presente 
invención, la “secuencia de ligador” se refiere a una secuencia de aminoácidos que une dos secuencias de dominio 55 
de un polipéptido quimérico lítico de la presente invención o fragmentos o variantes de las mismas. En general, tal 
como se usa en el presente documento, un ligador incluye, pero no se limita a, una secuencia de aminoácidos que 
une de manera covalente los dominios del polipéptido quimérico lítico que puede obtenerse mediante la presente 
invención. Más específicamente, el ligador comprende al menos un enlace peptídico. Tal como aprecia un experto 
en la técnica, el ligador puede comprender aminoácidos adicionales. En general, una secuencia de ligador o ligador 60 
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de dominio tal como se usa en la presente invención indica una secuencia de aminoácidos que funciona para 
conectar secuencias de dominio individuales entre sí. El experto en la técnica conoce propiedades de las secuencias 
de ligador o los ligadores de dominio según la presente invención así como métodos para detectar los mismos. En la 
presente invención, puede incorporarse una secuencia de ligador en un polipéptido quimérico que puede obtenerse 
mediante los métodos de la presente invención si es parte de un vector de clonación tal como se muestra a modo de 5 
ejemplo en la figura 1. Aunque la figura 1 muestra a modo de ejemplo un ligador sintético, el ligador del vector de 
clonación también puede ser un ligador nativo clonado en el vector de clonación. Alternativamente, puede 
incorporarse un ligador nativo en un polipéptido quimérico que puede obtenerse mediante los métodos de la 
presente invención si se aísla una secuencia de dominio seleccionada junto con su secuencia de ligador nativa. 
Además, puede incorporarse una secuencia de ligador en un polipéptido quimérico que puede obtenerse mediante 10 
los métodos de la presente invención por medio de PCR aplicada en diversas etapas de los métodos de la presente 
invención. 

Los métodos para generar un polipéptido quimérico que tiene al menos un CBD y al menos un EAD según la 
presente invención proporcionan una pluralidad de polipéptidos quiméricos. La presente invención también 
proporciona una biblioteca de ADN que comprende los clones que portan los productos de ligación obtenidos en los 15 
métodos según la presente invención. 

Basándose en métodos de pruebas comparativas disponibles en la técnica (véase, por ejemplo, Kusuma y Kokai-
Kun 2005), el experto en la técnica puede determinar fácilmente si un polipéptido quimérico lítico obtenido mediante 
los métodos de la presente invención muestra propiedades biológicas mejoradas con respecto a polipéptidos líticos 
conocidos en la técnica. Las propiedades biológicas mejoradas significan una mejora con respecto a una 20 
concentración de trabajo inferior, estabilidad superior, especificidad alterada y/o actividad de hidrolización sobre 
paredes celulares bacterianas. 

En diversas realizaciones preferidas, los métodos de la presente invención comprenden amplificar las secuencias de 
1er, 2º y 3er dominio, y opcionalmente amplificar una o más secuencias de dominio adicionales. 

En diversas realizaciones del método para generar un polipéptido quimérico según el primer aspecto de la invención, 25 
la etapa (m), es decir caracterizar el producto de ligación obtenido en la etapa (I), comprende las etapas de: 

(m) clonar el producto de ligación obtenido en la etapa (I) en un vector de expresión; 

(n) introducir el vector obtenido en la etapa (m) en un hospedador de expresión, preferiblemente en un hospedador 
de expresión bacteriano; 

(o) cultivar el hospedador de expresión de la etapa (n) que porta el vector obtenido en la etapa (m) en condiciones 30 
adecuadas para permitir la expresión de un polipéptido lítico codificado por las secuencias de dominio del producto 
de ligación clonado; 

(p) seleccionar y aislar un clon de expresión que expresa un polipéptido lítico según la etapa (o) usando la actividad 
lítica del polipéptido; y 

(q) caracterizar el polipéptido lítico expresado por el clon de expresión aislado de la etapa (p) e identificar un 35 
polipéptido quimérico lítico que tiene al menos un CBD y al menos un EAD. 

En diversas realizaciones del método de examen para un polipéptido quimérico lítico y el método de generación de 
un polipéptido quimérico según el segundo aspecto de la invención, las etapas (h) y (j) y etapas (k) y (l) pueden 
combinarse, tal como se refleja en las etapas (h) y (j) correspondientes de las realizaciones siguientes de los 
métodos reivindicados según el segundo aspecto de la invención: 40 

1”. Un método de examen para un polipéptido quimérico lítico que comprende las etapas de: 

(a) proporcionar una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un dominio de unión a células 
(CBD) y una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un dominio activo enzimático (EAD) y 
opcionalmente una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un CBD y al menos un EAD, en el 
que el EAD se selecciona del grupo que consiste en 45 

(i) el dominio lítico de una lisina de bacteriófago, 

(ii) el dominio lítico de una bacteriocina, 

(iii) el dominio lítico de una autolisina bacteriana; y 

(iv) una proteína asociada a cola de bacteriófago que tiene actividad lítica; 

(b) amplificar una secuencia de primer (1er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) usando un par 50 
de cebadores diseñados para introducir diferentes sitios de restricción en el extremo 5’ y en el extremo 3’, y un 
marcaje con etiqueta en el extremo 5’ o en el extremo 3’; 
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(c) amplificar una secuencia de segundo (2º) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) usando un 
par de cebadores diseñados para introducir: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del 1er dominio, y en el extremo 3’ un sitio de restricción diferente de los sitios de restricción introducidos 
en la secuencia de 1er dominio, 5 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del 1er dominio, y en el extremo 5’ un sitio de restricción diferente de los sitios de restricción introducidos 
en la secuencia de 1er dominio; 

(d) opcionalmente amplificar una secuencia de tercer (3er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) 
usando un par de cebadores diseñados para introducir: 10 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 5’ del 
1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 3’ del 15 
1er dominio; 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean diferentes en el 
extremo 5’ y en el extremo 3’ de la secuencia de 3er dominio; 

(e) opcionalmente amplificar una o más secuencias de dominio adicionales seleccionadas de las secuencias de 
dominio de (a) para ampliar la serie de secuencias de dominio según las etapas (b) a (d), usando para cada una de 20 
dicha una o más secuencias de dominio adicionales un par de cebadores diseñados siguiendo el principio de las 
etapas (c) y (d) para introducir: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 5’ del 
1er dominio, 25 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 3’ del 
1er dominio; 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean diferentes en el 
extremo 5’ y en el extremo 3’ de cada una de dicha una o más secuencias de dominio adicionales; 30 

(f) realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio de cualquiera de las etapas (b) a (e): 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción de la secuencia de 
dominio de la etapa (b) con una enzima de restricción que selecciona como diana el sitio de restricción en el extremo 
3’ y realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio de cualquiera de las etapas (c) a (e) con 
enzimas de restricción que seleccionan como diana los sitios de restricción en los extremos 5’, 35 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción de la secuencia de 
dominio de la etapa (b) con una enzima de restricción que selecciona como diana el sitio de restricción en el extremo 
5’ y realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio de cualquiera de las etapas (c) a (e) con 
enzimas de restricción que seleccionan como diana los sitios de restricción en los extremos 3’; 

(g) ligar las secuencias de 1er y 2º dominio digeridas obtenidas en la etapa (f) para obtener un producto de ligación 40 
que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio; 

(h) unir el producto de ligación de la etapa (g) a un soporte sólido usando el marcaje de etiqueta de la secuencia de 
1er dominio para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio, y realizar 
una digestión de restricción de dicho producto de ligación unido: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 45 
unido con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 3’ del 2º dominio,  

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 5’ del 2º dominio; 

(j) ligar opcionalmente la secuencia de 3er dominio digerida de la etapa (d) obtenida en la etapa (f) al producto de 
ligación unido de la etapa (h) para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias de 1er, 2º y 50 
3er dominio, y realizar una digestión de restricción de dicho producto de ligación unido: 
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(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 3’ del 3er dominio. 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 5’ del 3er dominio,  

(k) ligar opcionalmente una o más secuencias de dominio digeridas de (e) obtenidas en la etapa (f) al producto de 5 
ligación unido de la etapa (j) para obtener un producto de ligación unido que comprende una o más secuencias de 
dominio adicionales de la etapa (e), realizando de ese modo tras cada etapa de ligación una digestión de restricción 
del producto de ligación unido tal como sigue: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 3’ de dicha secuencia de dominio 10 
adicional que se ligó al producto de ligación unido, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 5’ de dicha secuencia de dominio 
adicional que se ligó al producto de ligación unido; 

(I) liberar el producto de ligación obtenido en cualquiera de las etapas (h) a (k) del soporte sólido; 15 

(m) clonar el producto de ligación obtenido en la etapa (I) en un vector de expresión; 

(n) introducir el vector obtenido en la etapa (m) en un hospedador de expresión, preferiblemente en un hospedador 
de expresión bacteriano; 

(o) cultivar el hospedador de expresión de la etapa (n) que porta el vector obtenido en la etapa (m) en condiciones 
adecuadas para permitir la expresión de un polipéptido lítico codificado por las secuencias de dominio del producto 20 
de ligación clonado; 

(p) seleccionar y aislar un clon de expresión que expresa un polipéptido lítico según la etapa (o) usando la actividad 
lítica del polipéptido; y 

(q) caracterizar el polipéptido lítico expresado por el clon de expresión aislado de la etapa (p) e identificar un 
polipéptido quimérico lítico. 25 

2”. Un método de generación de un polipéptido quimérico que tiene al menos un dominio de unión a células (CBD) y 
al menos un dominio activo enzimático (EAD), comprendiendo el método las etapas de: 

(a) proporcionar una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un CBD y una o más secuencias 
de ADN que codifican cada una al menos un EAD, y opcionalmente una o más secuencias de ADN que codifican 
cada una al menos un CBD y al menos un EAD, en el que el EAD se selecciona del grupo que consiste en 30 

(i) el dominio lítico de una lisina de bacteriófago; 

(ii) el dominio lítico de una bacteriocina; 

(iii) el dominio lítico de una autolisina bacteriana; y 

(iv) una proteína asociada a cola de bacteriófago que tiene actividad lítica. 

(b) amplificar una secuencia de primer (1er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) usando un par 35 
de cebadores diseñados para introducir diferentes sitios de restricción en el extremo 5’ y en el extremo 3’, y un 
marcaje con etiqueta en el extremo 5’ o en el extremo 3’; 

(c) amplificar una secuencia de segundo (2º) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) usando un 
par de cebadores diseñados para introducir: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 40 
extremo 3’ del primer dominio, y en el extremo 3’ un sitio de restricción diferente de los sitios de restricción 
introducidos en la secuencia de 1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del 1er dominio, y en el extremo 5’ un sitio de restricción diferente de los sitios de restricción introducidos 
en la secuencia de 1er dominio; 45 

(d) opcionalmente amplificar una secuencia de tercer (3er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) 
usando un par de cebadores diseñados para introducir: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
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extremo 3’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 5’ del 
1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 5’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 3’ del 
1er dominio; 5 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean diferentes en el 
extremo 5’ y en el extremo 3’ de la secuencia de 3er dominio; 

(e) opcionalmente amplificar una o más secuencias de dominio adicionales seleccionadas de las secuencias de 
dominio de (a) para ampliar la serie de secuencias de dominio según las etapas (b) a (d), usando para cada una de 
dicha una o más secuencias de dominio adicionales un par de cebadores diseñados siguiendo el principio de las 10 
etapas (c) y (d) para introducir: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción que en el 
extremo 3’ del dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 5’ del 
1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción que en el 15 
extremo 5’ del dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente al de en el extremo 3’ del 
1er dominio; 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean diferentes en el 
extremo 5’ y en el extremo 3’ de cada una de dicha una o más secuencias de dominio adicionales; 

(f) realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio de cualquiera de las etapas (b) a (e): 20 

(i) en el caso del marcaje en el extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción de la secuencia de 
dominio de la etapa (b) con una enzima de restricción que selecciona como diana el sitio de restricción en el extremo 
3’ y realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio de cualquiera de las etapas (c) a (e) con 
enzimas de restricción que seleccionan como diana los sitios de restricción en los extremos 5’, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción de la secuencia de 25 
dominio de la etapa (b) con una enzima de restricción que selecciona como diana el sitio de restricción en el extremo 
5’ y realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio de cualquiera de las etapas (c) a (e) con 
enzimas de restricción que seleccionan como diana los sitios de restricción en los extremos 3’; 

(g) ligar las secuencias de 1er y 2º dominio digeridas obtenidas en la etapa (f) para obtener un producto de ligación 
que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio; 30 

(h) unir el producto de ligación de la etapa (g) a un soporte sólido usando el marcaje de etiqueta de la secuencia de 
1er dominio para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio, y realizar 
una digestión de restricción de dicho producto de ligación unido: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como diana el extremo 3’ del 2º dominio,  35 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como diana el extremo 5’ del 2º dominio;  

(j) ligar opcionalmente la secuencia de 3er dominio digerida de la etapa (d) obtenida en la etapa (f) al producto de 
ligación unido de la etapa (h) para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias de 1er, 2º y 
3er dominio, y realizar una digestión de restricción de dicho producto de ligación unido: 40 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como diana el extremo 3’ del 3er dominio. 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como diana el extremo 5’ del 3er dominio,  

(k) ligar opcionalmente una o más secuencias de dominio digeridas de (e) obtenidas en la etapa (f) al producto de 45 
ligación unido de la etapa (j) para obtener un producto de ligación unido que comprende una o más secuencias de 
dominio adicionales de la etapa (e), realizando de ese modo tras cada etapa de ligación una digestión de restricción 
del producto de ligación unido tal como sigue: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 3’ de dicha secuencia de dominio 50 
adicional que se ligó al producto de ligación unido, 
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(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como objetivo el extremo 5’ de dicha secuencia de dominio 
adicional que se ligó al producto de ligación unido; 

(I) liberar el producto de ligación obtenido en cualquiera de las etapas (h) a (k) del soporte sólido; 

(m) caracterizar el producto de ligación obtenido en la etapa (I) e identificar polipéptidos quiméricos que tienen al 5 
menos un CBD y al menos un EAD. 

3”. El método según el punto 1” o 2”, que comprende además una etapa de lavado tras unir el primer producto de 
ligación al soporte sólido en la etapa (h) para eliminar los productos de ligación no unidos y/o las secuencias de 
dominio no ligadas. 

4”. El método según uno cualquiera de los puntos 1” a 3”, en el que las etapas (g) y (h) se sustituyen por una etapa 10 
de unir la secuencia de 1er dominio digerida a un soporte sólido usando el marcaje de etiqueta en el extremo 5’ o en 
el extremo 3’, respectivamente, y una etapa posterior de ligar la secuencia de 2º dominio digerida de la etapa (c) 
obtenida en la etapa (f) a la secuencia de 1er dominio unida para obtener un producto de ligación unido que 
comprende las secuencias de 1er y 2º dominio, seguido por realizar una digestión de restricción de dicho producto de 
ligación unido: 15 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como diana el extremo 3’ del 2º dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: realizar una digestión de restricción del producto de ligación 
unido con una enzima de restricción que selecciona como diana el extremo 5’ del 2º dominio.  

5”. El método según el punto 4”, que comprende además una etapa de eliminar secuencias de dominio no unidas 20 
tras unir el primer producto de ligación al soporte sólido, y opcionalmente una etapa adicional de eliminar secuencias 
de dominio no ligadas tras ligar la segunda secuencia de dominio a la primera secuencia de dominio unida. 

6”. El método para examinar un polipéptido quimérico lítico según uno cualquiera de los puntos 1” y 3” a 5”, que 
comprende además una etapa de eliminar secuencias de dominio no ligadas y/o productos no deseados que 
resultan de la digestión de restricción tras cada etapa de ligación y restricción realizada en cualquiera de las etapas 25 
(h) a (k). 

7”. El método para generar polipéptidos quiméricos que tienen al menos un CBD y al menos un EAD según uno 
cualquiera de los puntos 2” a 5”, que comprende además una etapa de eliminar secuencias de dominio no ligadas 
y/o productos no deseados que resultan de la digestión de restricción tras cada etapa de ligación y restricción 
realizada en la etapas (h) a (k). 30 

8”. El método según uno cualquiera de los puntos 2” a 5”, en el que la etapa (m) comprende las etapas de: 

(m) clonar el producto de ligación obtenido en la etapa (I) en un vector de expresión; 

(n) introducir el vector obtenido en la etapa (m) en un hospedador de expresión, preferiblemente en un hospedador 
de expresión bacteriano; 

(o) cultivar el hospedador de expresión de la etapa (n) que porta el vector obtenido en la etapa (m) en condiciones 35 
adecuadas para permitir la expresión de un polipéptido lítico codificado por las secuencias de dominio del producto 
de ligación clonado; 

(p) seleccionar y aislar un clon de expresión que expresa un polipéptido lítico según la etapa (o) usando la actividad 
lítica del polipéptido; y 

(q) caracterizar el polipéptido lítico expresado por el clon de expresión aislado de la etapa (p) e identificar un 40 
polipéptido quimérico lítico que tiene al menos un CBD y al menos un EAD. 

9”. El método según uno cualquiera de los puntos 1” a 8”, en el que las secuencias de dominio de (a) se clonan en 
un vector antes de la amplificación. 

10”. El método según uno cualquiera de los puntos 1” a 9”, en el que la etapa de liberar el producto de ligación o 
productos de ligación del soporte sólido se lleva a cabo usando una enzima de restricción que selecciona como 45 
diana el sitio de restricción en aquel extremo del 1er dominio que está portando el marcaje con etiqueta. 

11”. El método según uno cualquiera de los puntos 1” a 10”, en el que en el caso de etapas de ligación repetidas 
opcionalmente tras cualquier etapa de ligación repetida, parte del producto de ligación unido obtenido se separa del 
método antes de realizar una etapa de ligación posterior. 

12”. El método según uno cualquiera de los puntos 1” a 11”, en el que el soporte sólido es una partícula, una 50 
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superficie de un dispositivo, una lámina metálica o un vellón. 

13”. El método según el punto 12”, en el que la partícula es una perla de sílice o una perla de polímero orgánico que 
es magnética. 

14”. Un polipéptido quimérico lítico que puede obtenerse mediante el método para examinar un polipéptido quimérico 
lítico según uno cualquiera de los puntos 1” y 3” a 13”. 5 

15”. Un polipéptido quimérico o una pluralidad de polipéptidos quiméricos que pueden obtenerse mediante el método 
de generación de polipéptidos quiméricos que tienen al menos un CBD y al menos un EAD según uno cualquiera de 
los puntos 2” a 13”. 

16”. Una biblioteca de polipéptidos quiméricos que pueden obtenerse mediante el método según uno cualquiera de 
los puntos 2” a 13”. 10 

Ejemplos 

Ejemplo 1: Clonación de dominios seleccionados 

La tabla 1 muestra dominios seleccionados usados para la construcción de bibliotecas. 

Tabla 1: Dominios seleccionados con descripción de fuente de proteína, bordes de dominio de la secuencia de 
aminoácido y especificidad enzimática de EAD. 15 

Fuente de proteína SEQ ID NO: Dominio Bordes de dominio Especificidad 
Endolisina, Ply511 1 EAD511 1-195 Amidasa 2 
Endolisina, Ply511 1 CBD511 194-141 + Linsyn  
Endolisina, Ply500 2 EAD500 1-154 VanY 
Endolisina, Ply500 2 CBD500 148-189 + Linsyn  
Endolisina, PlyP40 3 EADP40 1-225 Lisozima de Chalaropsis  
Endolisina, PlyP40 3 CBDP40 A: 226-344 + Linsyn  

B: 192-344 + Linsyn 
C: 192-344 

Endolisina, PlyP35 4 EADP35 1-150 VanY 
Endolisina, PlyP35 4 CBDP35 140-291 + Linsyn  
Endolisina, PlyB054 5 EADB054 1-194 Amidasa 3 
Endolisina, PlyPSA 6 EADPSA 1-182 Amidasa 3 
Endolisina, Ply006 7 CBD006 157-235 + Linsyn  
Endolisina, PlyB025 8 CBDB025 127-276 + Linsyn  
Proteína de la cola lítica, gp29 
de P100 

9 EADgp29 641-795 + Linsyn NlpC/p60 (CHAP) 

Autolisina, L. monocytogenes 10 MurA A: 52-327 Lisozima tipo 2 
B: 142-327 

Autolisina, L. monocytogenes 11 lspC 1-226 Lisozima tipo 2 
Bacteriocina, S. coelicolor 
Müller 

12 Mutanolisina 79-294 + Linsyn Lisozima de Chalaropsis  

Autolisina, S. aureus USA 300 13 Sle1 201-334 + Linsyn NlpC/p60 (CHAP) 

Linsyn: secuencia de ligador sintético, secuencia de aminoácidos: GGSKPGGTKPGGSKP. 

Se amplificaron los dominios mediante cebadores de PCR con el siguiente diseño: 

Cebador directo  CACACACCATGGCG (dominio de inicio) 

Cebador inverso de SpeI  TGTGTGACTAGT (dominio de finalización sin codón de TERMINACIÓN)  

Cebador inverso de BamHI  TGTGTGGGATCC (dominio de finalización sin codón de TERMINACIÓN)  20 

El cebador directo contiene un sitio NcoI, y el cebador inverso para la unión de una secuencia de ligador sintético 
tiene un sitio SpeI, el cebador inverso para la clonación sin secuencia de ligador sintético tiene un sitio BamHI. Los 
sitios de restricción se muestran en negrita y subrayados.  

Se digirieron los productos de PCR purificados con NcoI y SpeI o NcoI y BamHI y se ligaron en un vector de 
plásmido modificado pET14b tal como se muestra en la figura 1. Este pET14b contiene la secuencia para la región 25 
de ligador sintético en 3'. La secuencia de ligador sintético está situada entre el sitio SpeI y el sitio pET14b-BamHI 

Tras la transformación de E. coli HMS174 (DE3) usando procedimientos comunes, se seleccionaron clones positivos 
con resistencia a ampicilina. Se secuenciaron los clones que expresaban la proteína del tamaño correcto. 
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Ejemplo 2: Generación de fragmentos de PCR específicos de la posición que podían ligarse 

Para la introducción de los sitios de restricción específicos de la posición, se amplificaron los dominios mediante 
PCR mediante combinaciones de cebadores específicos de la posición (véanse la figura 2 y la tabla 1). Los dominios 
clonados en pET14b sirvieron como moldes de PCR. La figura 3 muestra a modo de ejemplo los productos de PCR 
para las posiciones 1, 2 y 3 de EAD500. 5 

Tabla 2: Pares de cebadores específicos de la posición 

Pos. 1 
directo:  

inverso:  
Pos. 2 

directo:  

inverso:  
Pos. 3 

directo:  
o 

directo:  

inverso:  

B: etiqueta de biotina unida en 5’ 

CCATGG: sitio NcoI 

CTGCAG: sitio PstI 

GTCGAC: sitio SalI 10 

GATATC: sitio EcoRV 

Se realizó dos veces la PCR para la posición 3 del dominio: con cebador directo sin biotinilar y con cebador directo 
biotinilado. Los productos de PCR para la posición 1 y sin etiqueta de biotina deben purificarse usando kits de 
purificación comunes. Los productos de PCR con etiqueta de biotina (todos excepto por la posición 1) pueden 
purificarse mediante partículas magnéticas recubiertas con estreptavidina: unión a perlas, lavado y retirada de perlas 15 
mediante digestión de restricción. 

Ejemplo 3: Prueba para determinar la actividad de dominios clonados 

Se sometieron a prueba todos los dominios clonados para determinar la actividad del dominio. Se sometieron a 
prueba EAD para determinar actividad lítica de Listeria, se sometieron a prueba CBD para determinar actividad de 
unión a Listeria. 20 

3-1. Pruebas de actividad lítica de Listeria de EAD 

Se transfirieron clones de E. coli HMS (174) que contenían los constructos de pET14bEAD sobre placas de agar 
superior de LB que contenían IPTG para la inducción de la expresión de proteína, ampicilina para la presión de 
selección de plásmido y 120 µΙ de células de Listeria inactivadas por calor de Listeria monocytogenes EGDe (J. 
Kreft), serotipo 1/2a. Se transfirió cada dominio y se incubó a 30ºC y posteriormente a temperatura ambiente. En el 25 
caso de lisis de Listeria, el clon de E. coli transferido se rodeó por un aclaramiento en el agar. Como resultado, todos 
los EAD sometidos a prueba muestran lisis con Listeria monocytogenes EGDe. 

Generación de células de Listeria inactivadas por calor: Se hizo crecer Listeria en caldo de triptosa (TB), 30ºC, con 
agitación hasta DO = 1. Tras la recogida, volvieron a suspenderse las células en un volumen de 1/200 de PBST 
(1xPBS + Tween al 0,1%) pH 8. Se inactivaron las células por calor durante 20 minutos a 80ºC y se almacenaron a 30 
-20ºC. 

3-2. Pruebas de actividad de unión a Listeria de CBD 

Purificación de proteínas de proteínas marcadas con etiqueta de C-His: Se subclonaron los CBD en sitios NcoI y 
BamHI de pQE60. Tras la transformación de E. Coli M15, se expresaron CBD con etiqueta de His C-terminal. 

Se realizó la rotura celular mediante sonicación del sedimento celular en tampón de lavado (tampón de cloruro de 35 
sodio 50 mM (NaPi) pH 7,5, NaCl 1 M, imidazol 20 mM, Tween al 0,05%). Tras la centrifugación se usó el 
sobrenadante para cromatografía de afinidad común con Ni-Sepharose. Se realizaron etapas de lavado con tampón 
de lavado; se realizó la elución con tampón de elución (NaPi 50 mM pH 7,5, NaCl 1 M, imidazol 250 mM, Tween al 
0,05%). Se dializaron las proteínas purificadas frente a Tris 25 mM pH 8, NaCI 250 mM, EDTA 2,5 mM. 
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ELISA para la prueba de la unión celular: ELISA de células 

Cepas de Listeria sometidas a prueba: 

WSLC 201 1: Listeria innocua, serotipo 6a 

WSLC 1485: Listeria monocytogenes, serotipo 3a 

EGDe (J. Kreft): Listeria monocytogenes, serotipo 1/2a 5 

Scott A 1685: Listeria monocytogenes, serotipo 4b 

Se cultivaron las cepas de Listeria en TB hasta DO600 = 1. Tras lavar las células dos veces en 1xPBS pH 7,2, se 
recubrieron placas de 96 pocillos (MaxiSorp, Nunc) con 10^8 ufc en 1xPBS durante 1 h a temperatura ambiente. Se 
añadió conjugado anti-His-pUD en PBST (Tween al 0,05%) pH 7,2 con BSA al 0,5% durante 1 h a temperatura 
ambiente tras 3 etapas de lavado con PBST. Antes de añadir el sustrato ABTS, se lavaron los pocillos dos veces con 10 
PBST y una vez con PBS. Se midió la absorción a 405/600 nm según el lector de ELISA. En la tabla 3 se muestra el 
resultado de la unión. 

Tabla 3: Cualificación de la unión celular. Se muestra la cantidad mínima de señal para concluir que hay unión 
celular fuerte. 

CBD-C His ELISA de células 
CBD006 - 
CBD025 - 
CBD511 30 veces la señal de fondo 
CBD500 37 veces la señal de fondo 
CBD5P40-A, -B, -C - 
CBDP35 75 veces la señal de fondo 

Ejemplo 4: Captura específica de ADN biotinilado con partículas magnéticas (sin unión de ADN no biotinilado) y 15 
liberación mediante digestión de restricción 

Se lavaron 75 µg de perlas recubiertas con estreptavidina (Microcoat) con 500 µΙ de 1xSSC (citrato de sodio 0,3 M, 
NaCl 3 M pH 7) y se incubaron con 3,76 pmol de ADN biotinilado de 600 pb, 3,76 pmol de ADN biotinilado de 1,4 kb 
y 3,76 pmol de ADN no biotinilado de 800 pb. Tras la incubación a temperatura ambiente durante 1 h se retiró el 
sobrenadante (=S1) para el análisis en gel de agarosa. Tras dos etapas de lavado con 200 µΙ de SSC se lavaron las 20 
perlas con tampón de restricción 1xNEB P3. Volvieron a suspenderse las perlas en 20 µΙ de 1xNEB P3 que contenía 
10 U de Ncol (NEB). Se realizó la digestión durante 2 h a 37ºC. Se retiró el sobrenadante (=S2) para el análisis en 
gel de agarosa. Se prepararon S1, S2 y las perlas para análisis en gel de agarosa con tampón de gel. 

La figura 4 muestra que S1 todavía contiene ADN biotinilado (600 pb y 1,4 kpb). Esto significa que se superó la 
capacidad de unión de las perlas. También se encuentra todo el ADN no biotinilado (800 pb) en S1, mostrando por 25 
tanto que las perlas no se unen de manera inespecífica a ADN. El ADN biotinilado capturado pudo retirarse 
completamente de las perlas mediante digestión de restricción. 

Ejemplo 5: Ligación aleatoria de 4 EAD 4 N-terminales y 4 CBD C-terminales 

Se seleccionaron cuatro EAD para la posición 1 y cuatro CBD para la posición 2 para ligarse de manera aleatoria 
con 16 variantes posibles (véase la figura 5). Para CBDP40 se eligió la variante A (véase la tabla 1). 30 

5-1. Generación de fragmentos de PCR específicos de la posición de dominios 

Se amplificaron los EAD mediante PCR específica para la posición 1, se amplificaron los CBD mediante PCR 
específica para la posición 2 (véase el ejemplo 2). Se analizaron los productos de PCR mediante electroforesis en 
gel de agarosa tal como se muestra en la figura 6 y se purificaron mediante kits de purificación en gel comunes. Se 
digirieron todos los productos de PCR con PstI y se purificaron mediante kits de purificación de PCR comunes. 35 

5-2. Ligación de fragmentos digeridos con Psfl y captura mediante partículas magnéticas recubiertas con 
estreptavidina 

Se realizó la ligación con una combinación de 0,2 pmol de cada fragmento digerido, ligasa de T4 (NEB) y tampón de 
ligasa de T4 durante 3 h a 16ºC. 

Se retiró un tercio de la ligación para análisis en gel (L). Se incubó el resto de ADN ligado con 750 µg de perlas de 40 
estreptavidina magnéticas (MyOne Dynal-Beads T1) que se lavaron dos veces con 500 µΙ de 1x tampón BW (Tris 
5 mM pH 7,5, EDTA 0,5 mM, NaCl 1 M) antes de su uso. Tras 30 minutos de agitación a temperatura ambiente se 
retiró el sobrenadante. Tres etapas de lavado con 1x tampón NEB4 equilibraron las perlas para la digestión en 
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1xNEB4 con Sall (NEB) durante 2 h. Se retiró el sobrenadante (S-SalI) y se lavaron las perlas con 1xNEB4. Para 
separar mediante corte el ADN de las perlas, se realizó digestión con NcoI-HF en 1x tampón NEB4 durante 2 h. Se 
analizó la mitad del sobrenadante (NS) mediante análisis en gel de agarosa (véase la figura 7). Tras inactivar por 
calor la enzima Ncol-HF (20 min, 80ºC) se usó el ADN restante para la clonación (D). 

5-3. Clonación en vector de expresión y transformación de E. coli, siembra en placas de selección  5 

Se ligó el ADN restante mediante NcoI y SalI en pQE60-lib, un pQE60 con un sitio de clonación múltiple modificado 
(véase la figura 8). 

Se transformaron células E. coli M15 ultracompetentes con el ADN ligado y se sembraron en placas de selección de 
lisis que contenían agar superior de LB, 120 µΙ de células Listeria WSLC 2011 inactivadas por calor (véase el 
ejemplo 3-1), IPTG y Amp. Las colonias que expresan una proteína lítica de Listeria funcional y soluble muestran 10 
lisis (véase la figura 9). 

5-4. Confirmación de 16 variantes posibles y prueba para determinar la funcionalidad 

Para mostrar que se generaron todas las combinaciones de dominios posibles de 4 EAD N-terminales y 4 CBD C-
terminales, se realizó PCR de colonias con 88 clones con cebador directo e inverso de pQE. Se digirió el producto 
de PCR mediante PstI y se analizó en geles de agarosa. Se confirmó el resultado mediante PCR específica de 15 
dominio. Se encontraron todos menos un constructo usando este procedimiento. El último constructo (B en la figura 
10) se identificó mediante PCR de colonias con 93 clones adicionales usando el cebador de clonación de EADP40 
directo y CBD500 inverso, se encontró B dos veces. En conclusión, todas las variantes existían (véase la figura 10). 

Se sometió a prueba la expresión de las 16 variantes para afirmar el ensamblaje correcto de los dos dominios. Tal 
como se muestra en la figura 11, las 16 proteínas tienen el peso molecular correcto. Se sometió a prueba la 20 
actividad lítica de Listeria con placas de agar superior de LB con células de Listeria inactivadas por calor (véase el 
ejemplo 3-1). Las proteínas se comportaron tal como se esperaba con los CBD correspondientes, una excepción 
fueron los constructos con CBDP40-A, que no mostraron actividad lítica específica de serovariedad (véase la figura 
12). Este resultado implica que CBDP40-A es inactivo. 

Ejemplo 6: Ligación aleatoria de 19 dominios con proteínas de 2 dominios y proteínas de 3 dominios 25 

Para la generación de proteínas de 2 y 3 dominios, se eligió cada dominio de la tabla 1 excepto por CBDP40-A, en 
conjunto esto significa la combinación aleatoria de 19 dominios diferentes. Es decir, cada dominio puede aparecer 
en cada posición. Para proteínas de 2 dominios, hay 361 combinaciones de dominios posibles. Para proteínas de 3 
dominios hay 6859 combinaciones de dominios posibles. 

6-1. Proteínas de 2 dominios 30 

Para cada dominio se realizó PCR específica de la posición para las posiciones 1 y 2. Se digirieron ambos 
fragmentos con PstI. Se ligaron 0,06 pmol de cada fragmento mediante ligasa de T4 en tampón T4 (NEB) y se 
capturaron con 120 µΙ de perlas de estreptavidina (Microcoat) (lavadas dos veces con 1xBW) en 1xBW (2xBW = Tris 
10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, NaCI 2 M). Se retiró el sobrenadante con ADN no unido y se lavaron las perlas con 
1xNEB4. Tras 2 h de digestión con SalI-HF en 1xNEB4 (NEB) volvieron a lavarse las perlas. Para la liberación de 35 
ADN de las perlas se realizó la digestión con NcoI-HF en 1x tampón NEB4 durante 2 h. Tras inactivar por calor la 
enzima NcoI-HF (20 min, 80ºC) se usó el ADN para la clonación. 

Se ligó el ADN mediante NcoI y SalI en pQE60-lib, se transformaron células E. coli M15 ultracompetentes y se 
sembraron en placas de selección de lisis que contenían agar superior de LB, 120 µΙ de células Listeria WSLC 2011 
inactivadas por calor (véase el ejemplo 3-1), IPTG y ampicilina. Las colonias que expresaban una proteína lítica de 40 
Listeria funcional y soluble mostraron lisis y se recogieron. 

Se sometieron a prueba los clones de E. coli recogidos para determinar la lisis en varias cepas: 

WSLC 2011: Listeria innocua, serotipo 6a 

WSLC 1485: Listeria monocytogenes, serotipo 3a 

EGDe (J. Kreft): Listeria monocytogenes, serotipo 1/2a 45 

Scott A 1685: Listeria monocytogenes, serotipo 4b 

Se analizaron 1057 clones, es decir casi 3 veces más clones que variantes posibles. 49 clones mostraron lisis en 
L. innocua WSLC 2011 y se escogieron y se secuenciaron. La secuenciación mostró que los 49 clones contenían 21 
combinaciones diferentes, y 11 de las 21 combinaciones diferentes sometieron a lisis las 4 serovariedades 
sometidas a prueba. Para la validación se secuenciaron 20 clones independientemente del comportamiento lítico. 50 
Como resultado, había 18 combinaciones de dominios diferentes y un clon con un fragmento foráneo de dominio. Se 
encontraron todos los dominios excepto CBDP35. 
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6-2. Proteínas de 3 dominios 

La construcción de proteínas de 3 dominios sigue el mismo protocolo que para proteínas de 2 dominios pero tras la 
digestión con SalI-HF no se libera el ADN de las perlas sino que se liga con una cantidad de 10 veces de fragmento 
digerido con SalI para la posición 3 (0,6 pmol de cada dominio) en 1x tampón NEB4 con ligasa de T4 y ATP 1 mM. 
Después de eso se digiere el ADN mediante EcoRV-HF en NEB4 durante 2 horas y se libera de las perlas mediante 5 
digestión con Ncol en 1x tampón NEB4 durante 2 h. Tras inactivar por calor la enzima Ncol-HF (20 min, 80ºC) se usó 
el ADN para la clonación. 

Se ligó el ADN mediante NcoI y EcoRV en pQE60-lib, se transformaron células E. coli M15 ultracompetentes con la 
ligación y se sembraron en placas de selección de lisis que contenían agar superior de LB, 120 µΙ de células Listeria 
monocytogenes EGDe inactivadas por calor (véase el ejemplo 3-1), IPTG y ampicilina. Las colonias que expresaban 10 
una proteína lítica de Listeria funcional y soluble mostraron lisis y se recogieron. 

Se sometieron a prueba los clones de E. coli recogidos para determinar la lisis en varias cepas: 

WSLC 2011: Listeria innocua, serotipo 6a 

WSLC 1485: Listeria monocytogenes, serotipo 3a 

EGDe (J. Kreft): Listeria monocytogenes, serotipo 1/2a 15 

Scott A 1685: Listeria monocytogenes, serotipo 4b 

Se analizaron 13482 clones, es decir casi 2 veces más clones que variantes posibles. Aproximadamente 940 clones 
mostraron lisis en L. monocytogenes EGDe y se escogieron. 240 clones mostraron lisis en al menos 3 de las 4 
serovariedades sometidas a prueba. La secuenciación reveló 132 proteínas de 3 dominios diferentes con al menos 
un CBD y al menos un EAD. En los 240 clones de secuencia se encontraron todos los dominios en casi todas las 20 
posiciones posibles. 
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Lista de secuencias 

SEQ ID NO: 1: secuencia de aminoácidos de endolisina Ply511 (341 residuos de aminoácido; origen: bacteriófago 
A511) 

 15 

SEQ ID NO: 2: secuencia de aminoácidos de endolisina Ply500 (289 residuos de aminoácido; origen: bacteriófago 
A500) 

 

SEQ ID NO: 3: secuencia de aminoácidos de endolisina PlyP40 (344 residuos de aminoácido; origen: bacteriófago 
P40) 20 

 

SEQ ID NO: 4: secuencia de aminoácidos de endolisina PlyP35 (291 residuos de aminoácido; origen: bacteriófago 
P35) 
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SEQ ID NO: 5: secuencia de aminoácidos de endolisina PlyB054 (321 residuos de aminoácido; origen: bacteriófago 
B054) 

 

SEQ ID NO: 6: secuencia de aminoácidos de endolisina PlyPSA (314 residuos de aminoácido; origen: bacteriófago 5 
PSA) 

 

SEQ ID NO: 7: secuencia de aminoácidos de endolisina Ply006 (235 residuos de aminoácido; origen: bacteriófago 
A006) 

 10 

SEQ ID NO: 8: secuencia de aminoácidos de endolisina PlyB025 (276 residuos de aminoácido; origen: bacteriófago 
B025) 

 

 

SEQ ID NO: 9: secuencia de aminoácidos de proteína de la cola lítica gp29 (795 residuos de aminoácido; origen: 15 
bacteriófago P1 00) 
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SEQ ID NO: 10: secuencia de aminoácidos de autolisina MurA de Listeria monocytogenes (590 residuos de 
aminoácido; origen: Listeria monocytogenes EGDe (J. Kreft), serotipo 1/2a) 

 

SEQ ID NO: 11: secuencia de aminoácidos de autolisina lspC de Listeria monocytogenes (774 residuos de 5 
aminoácido; origen: Listeria monocytogenes Ll 0521, serotipo4b) 
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SEQ ID NO: 12: secuencia de aminoácidos de bacteriocina de Streptomyces coelicolor Müller (294 residuos de 
aminoácido; origen: Streptomyces coelicolor Müller) 

 

SEQ ID NO: 13: secuencia de aminoácidos de autolisina de Staphylococcus aureus USA300 (334 residuos de 5 
aminoácido; origen: Staphylococcus aureus USA300) 

 

SEQ ID NO: 14: secuencia artificial (secuencia de aminoácidos diseñada para actuar como ligador) 

 

SEQ ID NO: 15: secuencia artificial (secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador) 10 

 

SEQ ID NO: 16: secuencia artificial (secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador) 

 

SEQ ID NO: 17: secuencia artificial (secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador) 
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SEQ ID NO: 18: secuencia artificial (secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador) 

 

SEQ ID NO: 19: secuencia artificial (secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador) 

 5 

SEQ ID NO: 20: secuencia artificial (secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador) 

 

SEQ ID NO: 21: secuencia artificial (secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador) 

 

SEQ ID NO: 22: secuencia artificial (secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador) 10 

 

SEQ ID NO: 23: secuencia artificial (secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador) 
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Lista de secuencias 
 
<110>  Hyglos Invest GmbH  
 5 
<120>  Métodos de generación y examen para polipéptidos quiméricos líticos  
 
<130>  PCT68898FZ210pau  
 
<140>  sin asignar aún  10 
<141>  con el presente documento  
 
<150>  10 006 360.1  
<151>  18-06-2010  
 15 
<160>  23  
 
<170>  PatentIn versión 3.3  
 
<210>  1  20 
<211>  341  
<212>  PRT  
<213>  Bacteriófago A511  
 
<400>  1  25 
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<210> 2  
<211> 289  
<212> PRT  5 
<213> Bacteriófago A500  
 
<400> 2 
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<210> 3  
<211> 344  
<212> PRT  5 
<213> Bacteriófago P40  
 
<400> 3  
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<210> 4  
<211> 291  
<212> PRT  5 
<213> Bacteriófago P35  
 
<400> 4  
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<210> 5  
<211> 321  
<212> PRT  5 
<213> Bacteriófago B054  
 
<400> 5  
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<210> 6  
<211> 314  
<212> PRT  5 
<213> Bacteriófago PSA  
 
<400> 6 
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<210> 7  
<211> 235  
<212> PRT  5 
<213> Bacteriófago A006  
 
<400> 7 
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<210> 8  
<211> 276  
<212> PRT  5 
<213> Bacteriófago B025  
 
<400> 8  
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<210> 9  
<211> 795  
<212> PRT  5 
<213> Bacteriófago P100  
 
<400> 9  
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<210> 10  
<211> 590  
<212> PRT  5 
<213> Listeria monocytogenes  
 
<400> 10  
 

10 

E11726355
20-06-2016ES 2 577 830 T3

 



53 

E11726355
20-06-2016ES 2 577 830 T3

 



54 

 
 
<210> 11  
<211> 774  
<212> PRT  5 
<213> Listeria monocytogenes  
 
<400> 11  
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<210> 12  
<211> 294  
<212> PRT  5 
<213> Streptomyces coelicolor  
 
<400> 12  
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<210> 13  
<211> 334  
<212> PRT  5 
<213> Staphylococcus aureus 
 
<400> 13 
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<210> 14  
<211> 15  
<212> PRT  5 
<213> Artificial  
 
<220>  
<223> secuencia de aminoácidos diseñada para actuar como ligador 
 10 
<400> 14 
 

 
 
<210> 15  15 
<211> 14  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220>  20 
<223> secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador 
 
<400> 15  
cacacaccat ggcg           14  
 25 
<210> 16  
<211> 12  
<212> ADN  
<213> Artificial  
 30 
<220>  
<223> secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador  
 
<400> 16  
tgtgtgacta gt           12  35 
 
<210> 17  
<211> 12  
<212> ADN  
<213> Artificial  40 
 
<220>  
<223> secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador  
 
<400> 17  45 
tgtgtgggat cc           12  
 
<210> 18  
<211> 32  
<212> ADN  50 
<213> Artificial  
 
<220>  
<223> secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador  
 55 
<400> 18  
gtttaacttt aagaaggaga tataccatgg cg        32  
 
<210> 19  
<211> 29  60 
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<212> ADN  
<213> Artificial  
 
<220>  
<223> secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador  5 
 
<400> 19  
cctttcgggc tttgttactg cagggatcc         29  
 
<210> 20  10 
<211> 32  
<212> ADN  
<213> Artificial  
 
<220>  15 
<223> secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador  
 
<400> 20  
gtttaacttt aagaaggaga ctgcagatgg cg        32  
 20 
<210> 21  
<211> 29  
<212> ADN  
<213> Artificial  
 25 
<220>  
<223> secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador  
 
<400> 21  
cctttcgggc tttgttagtc gacggatcc         29  30 
 
<210> 22  
<211> 32  
<212> ADN  
<213> Artificial  35 
 
<220>  
<223> secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador  
 
<400> 22  40 
gtttaacttt aagaaggaga gtcgacatgg cg        32  
 
<210> 23  
<211> 29  
<212> ADN  45 
<213> Artificial  
 
<220>  
<223> secuencia de nucleótidos diseñada para actuar como cebador  
 50 
<400> 23  
cctttcgggc tttgttagat atcggatcc         29  
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REIVINDICACIONES 

1. Método de examen para un polipéptido quimérico lítico que comprende las etapas de: 

(a) proporcionar una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un dominio de unión a 
células (CBD) y una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un dominio activo 
enzimático (EAD) y opcionalmente una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un 5 
CBD y al menos un EAD, en el que el EAD se selecciona del grupo que consiste en 

(i) el dominio lítico de una lisina de bacteriófago, 

(ii) el dominio lítico de una bacteriocina, 

(iii) el dominio lítico de una autolisina bacteriana; y 

(iv) una proteína asociada a cola de bacteriófago que tiene actividad lítica; 10 

(b) amplificar una secuencia de primer (1er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) 
usando un par de cebadores diseñados para introducir diferentes sitios de restricción en el extremo 5’ 
y en el extremo 3’, y un marcaje con etiqueta en el extremo 5’ o en el extremo 3’; 

(c) amplificar una secuencia de segundo (2º) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) 
usando un par de cebadores diseñados para introducir: 15 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción 
que en el extremo 3’ del 1er dominio, y en el extremo 3’ un sitio de restricción diferente de los sitios de 
restricción introducidos en la secuencia de 1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción 
que en el extremo 5’ del 1er dominio, y en el extremo 5’ un sitio de restricción diferente de los sitios de 20 
restricción introducidos en la secuencia de 1er dominio; 

(d) amplificar una secuencia de tercer (3er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) 
usando un par de cebadores diseñados para introducir: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción 
que en el extremo 3’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente 25 
al de en el extremo 5’ del 1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción 
que en el extremo 5’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente 
al de en el extremo 3’ del 1er dominio 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean 30 
diferentes en el extremo 5’ y en el extremo 3’ de la secuencia de 3er dominio; 

(e) opcionalmente amplificar una o más secuencias de dominio adicionales seleccionadas de las 
secuencias de dominio de (a) para ampliar la serie de secuencias de dominio según las etapas (b) a 
(d), usando para cada una de dicha una o más secuencias de dominio adicionales un par de 
cebadores diseñados siguiendo el principio de las etapas (c) y (d) para introducir: 35 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción 
que en el extremo 3’ del dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente al 
de en el extremo 5’ del 1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción 
que en el extremo 5’ del dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente al 40 
de en el extremo 3’ del 1er dominio; 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean 
diferentes en el extremo 5’ y en el extremo 3’ de cada una de dicha una o más secuencias de dominio 
adicionales; 

(f) realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio amplificadas de cualquiera de las 45 
etapas (b) a (e) con enzimas de restricción que seleccionan como diana los sitios de restricción 
introducidos en cualquiera de las etapas (b) a (e), en el que no se realiza una digestión de restricción 
en el sitio de restricción introducido en un extremo que porta un marcaje con etiqueta; 

(g) ligar las secuencias de 1er y 2º dominio digeridas obtenidas en la etapa (f) para obtener un producto de 
ligación que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio; 50 
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(h) unir el producto de ligación de la etapa (g) a un soporte sólido usando el marcaje de etiqueta de la 
secuencia de 1er dominio para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias 
de 1er y 2º dominio; 

(j) ligar la secuencia de 3er dominio digerida de (d) obtenida en la etapa (f) al producto de ligación unido 
de la etapa (h) para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias de 1er, 2º y 5 
3er dominio; 

(k) ligar opcionalmente una o más secuencias de dominio digeridas de (e) obtenidas en la etapa (f) al 
producto de ligación unido de la etapa (j) para obtener un producto de ligación unido que comprende 
una o más secuencias de dominio adicionales de (e); 

(l) liberar el producto de ligación obtenido en cualquiera de las etapas (h) a (k) del soporte sólido; 10 

(m) clonar el producto de ligación obtenido en la etapa (I) en un vector de expresión; 

(n) introducir el vector obtenido en la etapa (m) en un hospedador de expresión, preferiblemente en un 
hospedador de expresión bacteriano; 

(o) cultivar el hospedador de expresión de la etapa (n) que porta el vector obtenido en la etapa (m) en 
condiciones adecuadas para permitir la expresión de un polipéptido lítico codificado por las secuencias 15 
de dominio del producto de ligación clonado; 

(p) seleccionar y aislar un clon de expresión que expresa un polipéptido lítico según la etapa (o) usando la 
actividad lítica del polipéptido; y 

(q) caracterizar el polipéptido lítico expresado por el clon de expresión aislado de la etapa (p) e identificar 
un polipéptido quimérico lítico. 20 

2. Método de generación de un polipéptido quimérico que tiene al menos un dominio de unión a células (CBD) 
y al menos un dominio activo enzimático (EAD), comprendiendo el método las etapas de: 

(a) proporcionar una o más secuencias de ADN que codifican cada una al menos un CBD y una o más 
secuencias de ADN que codifican cada una al menos un EAD, y opcionalmente una o más secuencias 
de ADN que codifican cada una al menos un CBD y al menos un EAD, en el que el EAD se selecciona 25 
del grupo que consiste en 

(i) el dominio lítico de una lisina de bacteriófago; 

(ii) el dominio lítico de una bacteriocina; 

(iii) el dominio lítico de una autolisina bacteriana; y 

(iv) una proteína asociada a cola de bacteriófago que tiene actividad lítica. 30 

(b) amplificar una secuencia de primer (1er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) 
usando un par de cebadores diseñados para introducir diferentes sitios de restricción en el extremo 5’ 
y en el extremo 3’, y un marcaje con etiqueta en el extremo 5’ o en el extremo 3’; 

(c) amplificar una secuencia de segundo (2º) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) 
usando un par de cebadores diseñados para introducir: 35 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción 
que en el extremo 3’ del primer dominio, y en el extremo 3’ un sitio de restricción diferente de los sitios 
de restricción introducidos en la secuencia de 1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción 
que en el extremo 5’ del 1er dominio, y en el extremo 5’ un sitio de restricción diferente de los sitios de 40 
restricción introducidos en la secuencia de 1er dominio; 

(d) amplificar una secuencia de tercer (3er) dominio seleccionada de las secuencias de dominio de (a) 
usando un par de cebadores diseñados para introducir: 

(i) en el caso del marcaje en el extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción 
que en el extremo 3’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente 45 
al de en el extremo 5’ del 1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción 
que en el extremo 5’ del 2º dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente 
al de en el extremo 3’ del 1er dominio, 
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en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean 
diferentes en el extremo 5’ y en el extremo 3’ de la secuencia de 3er dominio; 

(e) opcionalmente amplificar una o más secuencias de dominio adicionales seleccionadas de las 
secuencias de dominio de (a) para ampliar la serie de secuencias de dominio según las etapas (b) a 
(d), usando para cada una de dicha una o más secuencias de dominio adicionales un par de 5 
cebadores diseñados siguiendo el principio de las etapas (c) y (d) para introducir: 

(i) en el caso del marcaje del extremo 5’ del 1er dominio: en el extremo 5’ el mismo sitio de restricción 
que en el extremo 3’ del dominio anterior, y en el extremo 3’ un sitio de restricción que es diferente al 
de en el extremo 5’ del 1er dominio, 

(ii) en el caso del marcaje del extremo 3’ del 1er dominio: en el extremo 3’ el mismo sitio de restricción 10 
que en el extremo 5’ del dominio anterior, y en el extremo 5’ un sitio de restricción que es diferente al 
de en el extremo 3’ del 1er dominio; 

en el que el par de cebadores se diseña además de manera que los sitios de restricción sean 
diferentes en el extremo 5’ y en el extremo 3’ de cada una de dicha una o más secuencias de dominio 
adicionales; 15 

(f) realizar una digestión de restricción de las secuencias de dominio amplificadas de cualquiera de las 
etapas (b) a (e) usando enzimas de restricción que seleccionan como diana los sitios de restricción 
introducidos en cualquiera de las etapas (b) a (e), en el que no se realiza una digestión de restricción 
en el sitio de restricción introducido en un extremo que porta un marcaje con etiqueta; 

(g) ligar las secuencias de 1er y 2º dominio digeridas obtenidas en la etapa (f) para obtener un producto de 20 
ligación que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio; 

(h) unir los productos de ligación de la etapa (g) a un soporte sólido usando el marcaje de etiqueta de la 
secuencia de 1er dominio para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias 
de 1er y 2º dominio; 

(j) ligar la secuencia de 3er dominio digerida de (d) obtenida en la etapa (f) al producto de ligación unido 25 
de la etapa (h) para obtener un producto de ligación unido que comprende las secuencias de 1er, 2º y 
3er dominio; 

(k) ligar opcionalmente una o más secuencias de dominio digeridas de (e) obtenidas en la etapa (f) al 
producto de ligación unido de la etapa (j) para obtener un producto de ligación unido que comprende 
una o más secuencias de dominio adicionales de (e); 30 

(l) liberar el producto de ligación obtenido en una cualquiera de las etapas (h) a (k) del soporte sólido; y 

(m) caracterizar el producto de ligación obtenido en la etapa (I) e identificar polipéptidos quiméricos que 
tienen al menos un CBD y al menos un EAD. 

3. Método según la reivindicación 1 ó 2, que comprende además una etapa de lavado tras unir el primer 
producto de ligación al soporte sólido en la etapa (h) para eliminar los productos de ligación no unidos y/o 35 
las secuencias de dominio no ligadas. 

4. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que las etapas (g) y (h) se sustituyen por 
una etapa de unir la secuencia de 1er dominio digerida a un soporte sólido usando el marcaje de etiqueta en 
el extremo 5’ o en el extremo 3’, respectivamente, y una etapa posterior de ligar la secuencia de 2º dominio 
digerida de (c) obtenida en la etapa (f) a la secuencia de 1er dominio unida para obtener un producto de 40 
ligación unido que comprende las secuencias de 1er y 2º dominio. 

5. Método según la reivindicación 4, que comprende además una etapa de eliminar secuencias de dominio no 
unidas tras unir el primer producto de ligación al soporte sólido, y opcionalmente una etapa adicional de 
eliminar secuencias de dominio no ligadas tras ligar la segunda secuencia de dominio a la primera 
secuencia de dominio unida. 45 

6. Método para examinar un polipéptido quimérico lítico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3 a 
5, que comprende además una etapa de eliminar secuencias de dominio no ligadas tras cada etapa de 
ligación realizada en cualquiera de las etapas (j) a (k). 

7. Método para generar polipéptidos quiméricos que tienen al menos un CBD y al menos un EAD según una 
cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, que comprende además una etapa de eliminar secuencias de 50 
dominio no ligadas tras cada etapa de ligación realizada en la etapas (j) y (k). 

8. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que las secuencias de dominio de (a) se 
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clonan en un vector antes de la amplificación. 

9. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la etapa de liberar el producto de 
ligación o productos de ligación del soporte sólido se lleva a cabo usando una enzima de restricción que 
selecciona como diana el sitio de restricción en el extremo del 1er dominio que está portando el marcaje con 
etiqueta. 5 

10. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que en el caso de etapas de ligación 
repetidas opcionalmente tras cualquier etapa de ligación repetida, parte del producto de ligación unido 
obtenido se separa del método antes de realizar una etapa de ligación posterior. 

11. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el soporte sólido es una partícula, 
una superficie de un dispositivo, una lámina metálica o un vellón. 10 

12. Método según la reivindicación 11, en el que la partícula es una perla de sílice o una perla de polímero 
orgánico que es magnética. 
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Etapa (m): Clonación del/ de 
los producto(s) de ligación 
liberado(s)  
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