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DESCRIPCION
Estrategia general para la seleccién de bibliotecas de anticuerpos

La tecnologia de despliegue de fagos fue introducida originalmente por George Smith hace mas de 25 afios (Smith
1985) y se ha convertido en una herramienta indispensable en biotecnologia molecular para identificar péptidos vy,
especialmente, moléculas de anticuerpo con caracteristicas de union predefinidas a partir de extensas bibliotecas.
Desde entonces, se han publicados muchas mejoras y en la actualidad se dispone de conceptos de seleccion para
identificar moléculas de unién practicamente frente a cualquier proteina diana (Bradbury y cols. 2011). Ademas, en los
ultimos anos el despliegue en la superficie de bacterias y, especialmente, de levaduras se ha convertido en una
alternativa cada vez mas popular a las aplicaciones de seleccion de bibliotecas mediante despliegue de fagos (Pepper
y cols., 2008, van Blois y cols. 2011).

En general, la seleccion de bibliotecas implica la exposicion de una poblacion de moléculas de unién sobre la superficie
de una entidad de replicacién y ponerlas en contacto con una pareja de interaccién de interés, como es el caso de un
anticuerpo que despliega una molécula de antigeno. La configuracion experimental se disefia de manera que aquellas
particulas de fago o células microbianas que despliegan un anticuerpo especifico de diana puedan aislarse a partir de
la poblacion, por ejemplo, mediante ciclos de seleccién por afinidad (biopanning) o separacién celular. Idealmente,
seria necesaria una Unica ronda de seleccion para obtener las variantes de proteina deseadas. No obstante, el
enriquecimiento de ligantes especificos se ve limitado por la unién inespecifica que requiere rondas recurrentes de
seleccién y amplificacién para obtener los mejores ligantes de la biblioteca (Vodnik y cols. 2011). En particular, la
primera ronda de seleccién es critica, ya que cabe esperarse de bibliotecas extensas que los ligantes especificos
constituyan solo una pequefia fraccion de la poblacion inicial ya que predominan en gran medida los ligantes
inespecificos sobre aquellos que interaccionan de manera especifica. En consecuencia, deberan controlarse
adecuadamente y optimizarse las condiciones de cualquier experimento de seleccion individual de modo que sean
suficientemente rigurosas como para eliminar los ligantes inespecificos pero suficientemente suaves como para
mantener intacta la unién a la diana de los miembros de la biblioteca que interaccionan especificamente (Liu y cols.
2009).

Puesto que la probabilidad de obtener ligantes de alta afinidad aumenta con el tamafio de la biblioteca (Steiner, Forrer
2008), se han establecidos bibliotecas cada vez mas extensas que pueden exceder de 100 variantes diferentes
(Rother y cols. 2008, Brockmann y cols. 2011). No obstante, es sabido que la amplificacion repetida de las bibliotecas,
tal como se produce en cada ronda de seleccién, reduce la diversidad y limita el nimero de candidatos que pueden
identificarse en un experimento de seleccidén de bibliotecas (Derda y cols. 2011). En consecuencia, es altamente
deseable reducir el numero de rondas de seleccién al minimo, de manera éptima a una Unica ronda. Conceptualmente,
esto puede conseguirse configurando un método en el que la interaccion transitoria y relativamente débil de la diana
y el miembro de la biblioteca se traduzca en una unién covalente de una molécula de marcaje que pueda usarse como
asa de purificacion y permita la aplicacion de condiciones bastante rigurosas para eliminar a los miembros de la
biblioteca que se unen de manera inespecifica.

La deposicién catalizada por marcador (catalysed reporter deposition, CARD) se ha utilizado ampliamente en
inmunohistoquimica para la biotinilacion de proteinas (Bobrow y cols., 1989, 1991, 1992). Esta técnica se basa en la
formacion mediada por peroxidasa de rdbano picante (HRP) de un radical biotina-tiramida que reacciona con facilidad
con las proteinas que estan en su proximidad dando lugar a la formacién de un enlace covalente entre los restos de
biotina y tirosina de las proteinas (figura 1). Para establecer una biotinilacion selectiva de los miembros de la biblioteca
de despliegue de fagos o de la superficie celular a los que se une una molécula diana, hemos utilizado el hecho de
que la biotinilacion mediada por HRP requiere la presencia de peroxido de hidrégeno. El sistema SCARD descrito en
este documento combina la actividad de tres enzimas diferentes, en concreto una peroxidasa, una oxidasa y una
catalasa. En primer lugar, la HRP se acopla con todos los miembros de una poblacién inicial, que se utiliza como
ejemplo para su uso en la configuracion experimental de una biblioteca de despliegue de fagos (figura 1a). La
biotinilacion de fagos mediante HRP requiere la presencia de biotina-tiramida (figura 5) y de perdxido de hidrégeno.
En la configuracion 3CARD se genera H202 mediante una segunda enzima que se conjuga al antigeno de interés
(figura 1b, c). Las oxidasas de azlcares como la galactosa o la glucosa oxidasa catalizan la oxidacion de los azucares
a través de la transferencia de electrones al oxigeno, lo que da lugar a la formacion de peroxido de hidrégeno. El
peroxido de hidrégeno solo se genera a concentraciones mas altas sobre aquellas particulas de fago a las que se ha
unido el complejo antigeno-oxidasa ya que la mezcla de reaccion contiene una tercera enzima catalasa que degrada
de manera muy eficaz el peroxido de hidrégeno. En consecuencia, la transferencia del H202 a la HRP y la posterior
biotinilacion del fago solo deberian tener lugar en los fagos que se unen al antigeno que tienen la oxidasa muy préxima
a la HRP. A continuacion, los fagos marcados especificamente pueden recuperarse mediante ciclos de seleccion por
afinidad a estreptavidina inmovilizada y someterse a condiciones de lavado muy rigurosas antes de la infeccién con
fagos de las bacterias.

En el documento US 2002/004215 se describe un método de seleccién de moléculas que comprende: (a) poner en

contacto una molécula marcada (como biotina-tiramina), un primer ligando marcador capaz de unirse a un segundo
miembro de un par de union especifico, un segundo miembro del par de unién especifico y una enzima asociada con
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el primer ligando marcador que es capaz de catalizar la unién del marcador a otras moléculas; (b) permitir la unién del
primer ligando marcador al segundo miembro del par de unién especifico; y (c) unir el marcador a otras moléculas en
la proximidad del primer ligando marcador unido. EI método se utiliza para el marcaje y la seleccién de moléculas
sobre las superficies celulares y sobre la superficie de particulas viricas. Los sistemas de clonacion y expresiéon de
moléculas pueden llevarse a cabo en diversas células huésped como levaduras y vectores adecuados como
plasmidos, fagos y fagémidos. Esta deposicién catalizada por marcador (CARD) se explica mediante ejemplos con el
uso de la peroxidasa de rabano picante (HRP) para catalizar la deposicion de tiramina biotinilada. Esta reaccion esta
catalizada por radicales libres de oxigeno generados por la HRP en presencia de H20o.

No obstante, en la técnica no se menciona la CARD para potenciar la eficacia de los sistemas de despliegue de fagos,
bacterias o levaduras.

Existe en la técnica una gran necesidad de potenciar esta eficacia. Como se explicd anteriormente, el aislamiento de
ligantes especificos sigue siendo altamente empirico y requiere de la adaptacién de la configuracién experimental
basicamente para cada configuracion especifica que comprende un determinado sistema de despliegue y un ligando
especifico.

Por tanto, el objeto de la presente invencion ha sido proporcionar un sistema de despliegue eficaz que, entre otras
cosas, permita la reduccion de los pasos de seleccidn/amplificacion necesarios para aislar ligantes altamente
especificos.

En la presente invencién se describe una mejora sorprendentemente facil de establecer y altamente eficaz de los
sistemas de despliegue conocidos en la técnica.

En una primera realizacion, la presente invencion se refiere a un nuevo método para el aislamiento de entidades de
replicacién marcadas especificamente, comprendiendo dicho método

a) proporcionar en una mezcla de reaccién un conjunto de entidades de replicacién que despliegan variantes de
una molécula receptora sobre su superficie y que tienen una primera o segunda enzima unida a dicha superficie,
comprendiendo la mezcla de reaccion una tercera enzima capaz de descomponer el exceso de producto de
dicha primera y/o segunda enzima, siendo la primera enzima una peroxidasa, siendo la segunda enzima una
oxidasa y siendo la tercera enzima una catalasa,

b) afadir a la mezcla de la etapa a) moléculas de ligando que estan unidas a dicha primera enzima si dichas
entidades estan unidas a dicha segunda enzima, o dichos ligandos estan unidos a dicha segunda enzima si
dichas entidades estan unidas a dicha primera enzima,

c) afadir a la mezcla de reaccidén un sustrato para la segunda enzima, siendo utilizado el sustrato por dicha
segunda enzima en una reacciéon enzimatica para producir un producto que es utilizado por dicha primera
enzima para convertir un cosustrato de dicha primera enzima en una molécula marcadora reactiva que se une
fisicamente a la correspondiente entidad de replicacion, marcando especificamente de este modo la entidad
de replicacion, y

d) aislar las entidades de replicacidon marcadas especificamente,

e) donde el cosustrato de dicha primera enzima es una tiramida conjugada a una molécula marcadora mediante
un enlazador escindible, preferiblemente un puente disulfuro o una secuencia peptidica que puede ser
escindida por una proteasa, preferiblemente una biotina-tiramida con un puente disulfuro escindible de la
estructura proporcionada en la reivindicacién 1.

En una realizacion preferida, la entidad de replicacion se selecciona entre el grupo compuesto por un fago, un fagémido
0 una célula.

En una realizacion preferida adicional la entidad de replicacién es una célula de levadura, preferiblemente
Saccharomyces cerevisiae.

En una realizacién preferida adicional el sustrato de la segunda enzima es glucosa y el producto es H202.

En una realizacion preferida adicional la molécula marcadora es biotina (2,4)-dinitrofenilo, fluoresceina o derivados de
digoxigenina.

En una realizacion adicional preferida la molécula marcadora es biotina, y la etapa de aislamiento d) se lleva a cabo
mediante cromatografia de afinidad sobre una matriz de avidina o estreptavidina.

En una realizacion adicional preferida la molécula marcadora es fluoresceina o una avidina o estreptavidina
fluorescente unida a biotina y la etapa de aislamiento d) se lleva a cabo mediante separacién de células activada por
fluorescencia.
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En una realizacion preferida adicional la molécula marcadora es biotina y el aislamiento comprende la separacion
magnética de células con la ayuda de particulas paramagnéticas recubiertas de estreptavidina o avidina unidas a la
entidad marcada con biotina.

Una realizacion especialmente preferida de la presente invencion es una entidad de replicacion no natural que
despliega diversas moléculas receptoras sobre su superficie y tiene una enzima acoplada a su superficie.

Una realizacion adicional especialmente preferida de la presente invencion es una entidad de replicaciéon no natural
del parrafo anterior, seleccionandose la enzima entre el grupo compuesto por peroxidasa u oxidasa.

Una realizacion adicional especialmente preferida de la presente invencion es la entidad de replicacion no natural del
parrafo anterior, donde la molécula receptora es un anticuerpo o un fragmento derivado de anticuerpo.

En la presente descripcién se describe adicionalmente un kit de partes que comprende la entidad de replicacion no
natural de la invencion, un sustrato y un cosustrato.

En la presente descripcion se describe adicionalmente el kit del parrafo anterior, seleccionandose la entidad entre el
grupo compuesto por un fago, un fagémido o una célula, siendo la célula preferiblemente una célula de levadura, mas
preferiblemente Saccharomyces cerevisiae, siendo la molécula receptora un anticuerpo, siendo la enzima unidad a la
superficie de la entidad glucosa oxidasa o peroxidasa de rabano picante, siendo el sustrato glucosa y el cosustrato
una tiramida acoplada a una molécula marcadora, preferiblemente biotina.

Por ejemplo, para establecer una biotinilacion selectiva de los miembros de la biblioteca de despliegue de fagos o en
la superficie celular a los que se une una molécula diana, la presente invencion en una realizacién preferida utiliza el
hecho de que la biotinilacién mediada por peroxidasa de rabano picante (HRP, E.C.1.11.1.7) requiere la presencia de
peroxido de hidrégeno. El sistema 3CARD descrito en este documento combina la actividad de tres enzimas diferentes,
en concreto una peroxidasa, una oxidasa y una catalasa. En primer lugar, la HRP se acopla a todos los miembros de
una poblacion inicial, lo que esta dentro de la configuracién experimental de la biblioteca de despliegue de fagos para
la seleccidon de una poblacion de particulas de fago (figura 1a). La biotinilacion de fagos mediante HRP requiere la
presencia de biotina-tiramida y de peroxido de hidrégeno. En la configuracion 3CARD se genera H202 mediante una
segunda enzima que se conjuga al antigeno de interés (figura 1b, ¢). Las oxidasas de azlicares como la galactosa o
la glucosa oxidasa catalizan la oxidacién de los azucares a través de la transferencia de electrones al oxigeno, lo que
da lugar a la formacion de per6xido de hidrogeno. El per6xido de hidrogeno solo se genera a concentraciones mas
altas sobre aquellas particulas de fago a las que se ha unido el complejo antigeno-oxidasa ya que la mezcla de
reaccion contiene una tercera enzima catalasa que degrada de manera muy eficaz el peroxido de hidrégeno. Como
consecuencia, la transferencia de H202 a la HRP y la posterior biotinilacion del fago solo tienen lugar en los fagos que
se unen al antigeno que tiene la oxidasa muy préxima a la HRP. A continuacion, los fagos marcados especificamente
pueden recuperarse mediante ciclos de seleccion por afinidad a estreptavidina inmovilizada y someterse a condiciones
de lavado muy rigurosas antes de la infeccion con fagos de las bacterias.

En la parte de ejemplos de la presente patente los inventores describen la aplicacion de 3CARD a la seleccion de
bibliotecas de anticuerpos con un Unico dominio y presentan métodos sencillos para el acoplamiento de HRP a la
superficie de los fagos y la conjugacion de la oxidasa con la proteina diana, de modo que una reaccion enzimatica
combinada sobre el fago da lugar a una biotinilacién selectiva y a su aislamiento en una Unica ronda de seleccion.

Para que el procedimiento de seleccion del despliegue de fagos descrito en este documento sea funcional, los
inventores han demostrado que puede llevarse a cabo una reaccion de acoplamiento de una oxidasa y una peroxidasa
sobre particulas de fago, donde el perdxido de hidrégeno generado por una oxidasa que esta acoplada a la superficie
del fago a través de la interaccion antigeno/anticuerpo lleva finalmente al marcaje selectivo del fago unido y, por tanto,
al acoplamiento entre genotipo y fenotipo. Ademas, tiene que establecerse un método sencillo para la conjugacion de
la proteina diana de interés a una oxidasa.

Para abordar estos puntos, se llevé a cabo un modelo experimental basado en el despliegue de fagos de un fragmento
del anticuerpo de cadena sencilla VHH de camélido que se une selectivamente a la chaperona LipH de Pseudomonas
aeruginosa (Wilhelm y cols. 2007). La presentacion del domino VHH anti-LipH sobre fagos se consiguié6 mediante
fusién genética del fragmento VHH a plll truncado usando el vector de despliegue de fagos pAK200 (Habicht y cols.
2007).

La invencion se explica en parte en las figuras siguientes:

En la figura 1 se muestra un esquema general del procedimiento de seleccién mediante despliegue de fagos 3CARD.
(a) Deposicion covalente de peroxidasa de rabano picante (HRP) en la superficie de las particulas de fago que
despliegan una biblioteca de variantes de un anticuerpo (AC). (b,c) Generacién de peréxido de hidrégeno (H202) por
el conjugado antigeno-oxidasa (AgOx) y reaccidén acoplada con HRP que convierte la biotina-tiramida (BT) en un
radical que queda capturado en la superficie del fago.
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En la figura 2 se muestra una reacciéon enzimatica acoplada sobre el fago. (a) Acoplamiento de HRP a la superficie
de las particulas de fago. La proteina LipH se acopl6 a los pocillos de una placa de microtitulacién. Los fagos que
despliegan un VHH anti-LipH (VHH aLipH) o proteina no relacionada que sirve como control se marcaron con HRP
(+HRP) y se afadieron a los pocillos (barras gris oscuro). Los fagos VHH aLipH no conjugados sirvieron como control
(barras gris claro). En los fagos VHH anti-LipH no marcados, la union a la proteina diana del fago se verific6 mediante
la adicion de un anticuerpo anti-pVIII conjugado con peroxidasa. La actividad HRP se detectd mediante la adicion de
tetrametilbencidina (TMB) y la medicién de la absorbancia a 450 nm. (b) Activacion mediada por oxidasa de HRP
sobre el fago. Los pocillos de una placa de microtitulacién se recubrieron con conjugado LipH-GOasa o, como control,
con albumina de suero bovino (BSA), respectivamente. Tras la adicion de fagos VHH anti-LipH marcados con HRP
(barras negras) o el fago control (barras blancas) y el lavado de las placas, se afnadié galactosa y se midié la actividad
de HRP tras la adicion de TMB a 450 nm. Las barras de error representan la desviacién estandar de las tres medidas.

En la figura 3 se muestra el enriquecimiento de ligantes mediante la seleccion por 3CARD. (a) ELISA de fagos para
la unién a LipH de una mezcla 1:10 000 (blanco) y 1:100 000 (gris) del fago de union a LipH con respecto al fago
control antes (ronda 0) y después de las rondas de seleccién 1, 2 y 3. La unién del fago a la placa de microtitulacién
recubierta con LipH se determiné usando un anticuerpo anti-pVIIl conjugado con peroxidasa y el sustrato HRP
cromogénico mediante la medicion de la absorbancia a 450 nm. Las barras de error muestran la desviacién estandar
de tres medidas. (b,c) Seleccion mediante PCR de los fagémidos individuales obtenidos tras la ronda 2 de seleccion
usando cebadores que flanquean el gen fusionado a la secuencia que codifica plll. Para el fago que presenta VHH
anti-LipH, se prevé un fragmento de 676 pb, para el fago control que contiene una secuencia que codifica una
miniproteina méas pequefia, se genera un fragmento de 394 pb. P: ADN fagémido del fagémido que presenta VHH
anti-LipH que sirvié como control de PCR.

En la figura 4 se muestra un ELISA de fagos de 64 clones individuales tras la seleccion mediante 3CARD frente a la
correspondiente diana. Se cubrieron placas de microtitulacion con las correspondientes proteinas diana cetuximab,
factor Xl y saglina, respectivamente. La union del fago se detecté mediante la adicién de anticuerpo anti-pVIIl
conjugado con peroxidasa usando el sustrato cromogénico de HRP TMB y la medicién de la absorbancia a 450 nm.
Los clones seleccionados para la expresion como proteina soluble y la determinacion de la Ka se marcan
mediante un asterisco. El valor medio de absorbancia que es indicativo de la no unién se determin6 a partir de 10
de los clones de cada experimento con los valores de DO4so mas bajos. Los clones que excedian de este valor al
menos en un factor de 2,5 se consideraron posibles ligantes de la proteina diana y se mostraron como barras negras.

En la figura 5 se muestra la estructura quimica de la biotina-tiramida.

En la figura 6 se muestra (a) el esquema de los vectores de produccion, que contienen las secuencias codificadoras
de la oxidasa o la proteina diana, respectivamente con la secuencia de hélice genéticamente fusionada. (b) Gel nativo
azul sin SDS que contiene la LipH-oxidasa (L+G, 160 kDa), LipH-hélice E (L, 55 kDa) y GOasa-hélice K (G, 70 kDa).
El modelo ilustra el producto de conjugacion formado.

En la figura 7 se muestra un cromatograma GFC del producto de fusion resultante de GOasa-hélice K y LipH-hélice
E.

En la figura 8 se muestra un gel tefiido con Coomassie para verificar el acoplamiento de ox. GOX a LipH. En las dos
primeras filas se muestran los eductos (glucosa oxidasa 70 kDa, LipH 50 kDa). También se verific6 la presencia del
producto de interaccion de 170 kDa resultante en la fila 3 mediante inmunotransferencia (no mostrado).

En la figura 9 se muestra el ELISA de fagos de una seleccion 3CARD simulada sin adicién de biotina-tiramida (barras
negras) o galactosa (barras grises), respectivamente. La seleccion se realizé como se ha descrito (véase «Validacion
del acoplamiento entre genotipo y fenotipo») con las mismas relaciones de la mezcla de fagos de unién y no union.
No se observé enriquecimiento de ligantes mediante ELISA de fagos o seleccién por PCR (0/10) después de tres
rondas de seleccion de fagos por afinidad. pos: ELISA de fagos usando un fago anti-LipH que es capaz de unirse al
pocillo recubierto con LipH. neg: unién de fondo de un fago que despliega una proteina no relacionada. La union del
fago a la placa de microtitulacion recubierta con LipH se determiné usando un anticuerpo anti-pVIIlI conjugado con
peroxidasa y la medicion de la absorcién a 450 nm de un sustrato cromogénico de HRP. Los experimentos se
realizaron por triplicado.

En la figura 10 se muestran los ELISA de fagos de 47 clones individuales de la biblioteca inicial. Segun lo previsto, no
se detectaron ligantes especificos para las proteinas diana saglina y cetuximab en las bibliotecas iniciales LibA y LibB.
Como control positivo se utilizaron los fagos de unién a cetuximab y saglina ya seleccionados (ultimo pocillo).

En la figura 11 se muestra una seleccién de una Unica ronda de una biblioteca de fagos para ligantes de cetuximab.
A: método de seleccion mas avanzado, B: seleccién 3CARD. Los clones que proporcionaban sefales de ELISA >0,3
se consideraron ligantes. A: 1 clon; B: 36 clones. DF: seleccién mediante despliegue de fagos clasica.
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En la figura 12 se muestra una seleccién de Unica ronda de una biblioteca de fagos para ligantes de LipH. A: método
de selecciébn mas avanzado, B: seleccion 3CARD. Los clones que proporcionaban sefales de ELISA >0,2 se
consideraron ligantes. A: 0 clones; B: 2 clones. DF: seleccion mediante despliegue de fagos clasica.

En la figura 13 se muestra la estructura de la biotina-tiramida (A) respectivamente, biotina-tiramida con puente
disulfuro escindible (B).

En la figura 14 se muestra la seleccion de una biblioteca de fagos para ligantes de CTLAA4. Izquierda: utilizando biotina-
tiramida; derecha: utilizando biotina-SS-tiramida. Los clones que proporcionaban sefales de ELISA >0,2 se
consideraron ligantes. lzquierda: 2 clones, derecha: 4 clones.

En la figura 15 se muestra la seleccion de una biblioteca de fagos para ligantes de MreB. Izquierda: utilizando biotina-
tiramida; derecha: utilizando biotina-SS-tiramida. Los clones que proporcionaban sefales de ELISA >0,15 se
consideraron ligantes. Izquierda: 2 clones, derecha: 8 clones.

En la figura 16 se muestra la seleccidén de una biblioteca de fagos para ligantes de tiorredoxina. lzquierda: utilizando
biotina-tiramida; derecha: utilizando biotina-SS-tiramida. Los clones que proporcionaban sefales de ELISA >0,2 se
consideraron ligantes. lzquierda: 3 clones, derecha: 6 clones.

Los presentes inventores muestran que la seleccion de diversas bibliotecas puede acelerarse significativamente
usando 3CARD mediante la conversién de una interaccién transitoria de un anticuerpo con su antigeno en un marcador
permanente, es decir, el acoplamiento covalente de biotina a la superficie del fago o de las células microbianas. Esto
se consiguié mediante la aplicacion de una reaccién enzimatica acoplada sobre la superficie del fago o de la levadura,
donde la oxidasa unida a la diana genera el H202 necesario para la peroxidasa unida al fago para activar el sistema
biotina-tiramida. El sistema biotina-tiramida se ha utilizado ampliamente en inmunohistoquimica y también para el
marcaje selectivo de células que despliegan enzimas. Debido a su corta semivida en soluciones acuosas, el radical
de tiramida formado por la enzima reacciona en el sitio de formacion, lo que permite el depdsito covalente de biotina
especifico del sitio (Bobrow y cols., 1989, 1991, 1992, Becker y cols., 2007, 2008, Lipovsek y cols. 2007).

Para que se produzca una correlacion entre genotipo y fenotipo, la reaccion de biotinilacion tiene que controlarse
cuidadosamente y limitarse a la poblacion de miembros raros de la biblioteca capaces de interaccionar
especificamente con una pareja de interaccion predeterminada. Con este proposito se establecié una reaccién
enzimatica acoplada donde la actividad de la HRP que forma el radical de tiramida se controla mediante la formacién
de perdxido de hidrégeno a través de una oxidasa. En este caso, el conjugado antigeno-oxidasa en solucion esta en
gran exceso con respecto a las particulas de fago. No obstante, la producciéon de H202 en exceso requerida por la
HRP para activar la tiramida puede evitarse mediante la adicién de una catalasa que degrada de forma eficaz y
continua el peréxido de hidrégeno. Ademas, la reaccion de acoplamiento se lleva a cabo a un pH subdptimo para la
correspondiente oxidasa, lo que reduce adicionalmente el exceso de peroxido de hidrégeno. En consecuencia, solo
las moléculas de HRP que estan muy préximas a una oxidasa tienen la posibilidad de capturar una molécula de
peroxido de hidrogeno antes de que sea descompuesta por la catalasa. En conjunto, el sistema adquiere varias capas
de seguridad para garantizar un marcaje con biotina selectivo de la diana unida al fago tanto haciendo accesible el
H202 exclusivamente a la HRP sobre el fago de unién al antigeno como generando un radical tiramida que debido a
su corta semivida actua a nivel local.

Hasta donde saben los inventores, esta es la primera vez que se aplica una reaccién enzimatica acoplada a la
seleccién mediante despliegue de fagos. McCafferty y colaboradores describieron hace mas de una década una
estrategia de enzima Unica para marcar permanentemente bacteriéfagos de union a diana. Esta se denomin6
«tecnologia pathfinder (busca vias)» y se basa en la biotinilacion mediada por HRP de fagos que despliegan
anticuerpos en un sitio especifico de una superficie celular o una proteina diana (Osbourn y cols. 1998). En esta
configuracién experimental, la peroxidasa no se acopla directamente a las particulas de fago. De hecho, se utilizaba
un ligando conjugado con peroxidasa de la proteina diana, por ejemplo, un anticuerpo que se une a la proteina diana
en un lugar diferente al sitio de unién del fago al anticuerpo. La colocalizacién del fago de unién a la diana y la HRP
en la diana da lugar a la biotinilacion del fago. Este método se ha aplicado exclusivamente a proteinas diana expuestas
en la superficie celular, lo que hace posible eliminar el exceso de conjugado peroxidasa-ligando y de particulas de
fago no unida biotiniladas o no mediante centrifugacion celular y el lavado previo a la captura del fago mediante la
unién a esferas recubiertas de estreptavidina. EI método descrito en este documento puede aplicarse con éxito a la
seleccion de dianas solubles, debido a la biotinilacién cruzada fuertemente reducida de las particulas de fago que no
son capaces de unirse a la proteina diana mediante la adicion de catalasa que elimina el exceso de perdxido de
hidrégeno, el sustrato de la peroxidasa.

La conversién de la interaccion transitoria del ligante y la proteina diana en un marcaje de biotina covalente proporciona
la ventaja importante de que pueden aplicarse condiciones de lavado muy rigurosas para la eliminacién de los fagos
unidos inespecificamente a la matriz de adsorcion. Hemos utilizado procedimientos de lavado exhaustivos que
incluyen el uso de detergentes, asi como una disminucion del pH a 2,2 ya que se sabe que la interaccién entre biotina
y estreptavidina es estable en estas condiciones (Hofmann y cols. 1980). Cabe esperar que a pH bajo el complejo
proteina diana unida al fago se desnaturalice y, por tanto, se disocie, lo que puede ser beneficioso para la infeccién

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2742303 T3

por el fago de células de E. coli, lo que requiere una proteina plll desenmascarada. Puesto que observamos que las
particulas de fago que se unen a microesferas magnéticas pueden utilizarse directamente para la infeccion de
bacterias no se intenté romper la interaccion tan estable entre biotina y estreptavidina que permanece estable incluso
a pH 2,2 ni desadsorber las particulas de fago de la matriz. El uso de un conjugado de biotina-tiramida con un enlazador
escindible que permite la liberacion selectiva del fago biotinilado de la matriz de estreptavidina puede reducir
adicionalmente el fondo no deseado de fagos unidos inespecificamente.

El procedimiento descrito en este documento produce ligantes de afinidad media. Este no fue inesperado puesto que
ambas bibliotecas habian sido utilizadas ya para el aislamiento de VHH aplicando estrategias de despliegue de fagos
convencionales (LibA) y despliegue en la superficie de levaduras (LibB) que dieron lugar a ligantes con afinidades
similares (datos no mostrados). Asimismo, LibB deriva de llamas no inmunizadas que se espera que per se contengan
un amplio repertorio de ligantes de afinidad baja y media debido a la falta de maduracion de la afinidad in vivo. En la
actualidad sigue sin dilucidarse a nivel experimental si la selecciéon mediante despliegue de fagos 3CARD permite la
discriminacion entre ligantes de baja y alta afinidad y, por tanto, puede utilizarse para la seleccion de maduracion de
la afinidad. Puesto que la concentracion de conjugado oxidasa-diana puede variar libremente, es posible seleccionar
ligantes de alta afinidad a través de seleccion de afinidad mediante la reduccion de una concentracion objetivo 0 a
través de seleccion por constantes de disociacion baja (Hawkins, Russell 1992). Para la seleccion de afinidad, los
fagos pueden mezclarse con cantidades pequefias de antigeno conjugado con oxidasa soluble de modo que el
antigeno esté en exceso con respecto al fago pero con la concentracion del antigeno por debajo de la constante de
disociacion (Kq) del anticuerpo. A continuacion, aquellos fagos unidos al antigeno se marcan mediante 3CARD y se
aislan mediante captura con microesferas magnéticas. Para la seleccién por constante de disociacién baja, los
anticuerpos pueden cargarse previamente con antigeno acoplado a la oxidasa y diluirse en un exceso de antigeno no
conjugado antes de la captura de 3CARD en microesferas paramagnéticas recubiertas de estreptavidina.

En conclusién, la estrategia descrita en este documento es especialmente Util para la seleccion inicial de bibliotecas
de despliegue de fagos o microorganismos muy extensas que excedan de las 10° variantes diferentes donde es muy
importante en las primeras rondas de seleccién enriquecer los ligantes diana raros frente a un gran fondo de fagos
inespecificos. La correlacion entre genotipo y fenotipo a través de una reaccion enzimatica acoplada y deposicién del
marcador puede también aplicarse a la seleccion de bibliotecas que se despliegan en la superficie de células
bacterianas y de levaduras con ramificaciones interesantes para futuras aplicaciones.

Los ejemplos siguientes se proporcionan con fines ilustrativos, pero no pretenden limitar de ninguna forma el alcance
de la invencion. Especialmente, en los ejemplos se presentan nuevas combinaciones especificas de diferentes
realizaciones y en otras partes de la descripcion de la presente invencion siempre se contemplan incluso aunque no
se mencionen especificamente.

Ejemplo 1: Conjugacion de la oxidasa con la proteina diana

Se establecieron dos métodos de acoplamiento directo para la union covalente de una oxidasa y la proteina diana. El
primer esquema de conjugacion se basa en el uso de la variante M1 de la galactosa oxidasa (GOasa) que puede
expresarse en E. coli (Sun y cols. 2001). Para el acoplamiento de la proteina diana a la GOasa, se utiliz6 un
procedimiento previamente establecido que se basaba en la formacién de una hélice superenrollada entre la enzima
y la proteina de interés. Para tal fin, la proteina diana y la oxidasa se dotan de una etiqueta carboxilo terminal de
hexahistidina seguida de una secuencia de hélice superenrollada que contiene &acido glutamico (hélice E) o restos de
lisina (hélice K), que se sabe forman heterodimeros compactos (Steinman y cols. 2010). La secuencia de la hélice E
(EVSALEK)s se fusion6 genéticamente con LipH y la secuencia de la hélice K (KVSALKE)s se fusion6 al extremo
carboxilo terminal de la galactosa oxidasa. Ambas proteinas se expresaron independientemente en E. coli y se
purificaron. La formacion del heterodimero se consiguié simplemente mezclando la oxidasa y LipH y se confirmé
mediante electroforesis nativa en gel de poliacrilamida (figuras 6, 7). Para un método alternativo de conjugacion se
utilizé la glucosa oxidasa disponible en el mercado. Puesto que esta enzima esta glucosilada, la conjugacion con la
proteina diana puede llevarse a cabo con facilidad mediante la oxidacién con periodato de los restos terminales de
azucar seguida de la formacion de una base de Schiff del aldehido resultante con un resto de lisina que reside en la
superficie de la proteina diana (Greg T. Hermanson, 1996). Con este fin, se incubd la glucosa oxidasa de Fusarium
sp. oxidada con un exceso molar de proteina LipH y la fusién se purific6 de la oxidasa no conjugada mediante
cromatografia de afinidad de quelatos metdlicos utilizando la etiqueta de hexahistidina del resto de LipH (figura 8).

Ejemplo 2: Reaccion enzimatica acoplada sobre el fago

Para investigar si la peroxidasa de rabano picante (HRP) puede acoplarse a la superficie de fagos filamentosos sin
interferencia negativa con la unién al antigeno, las particulas de fago que despliegan VHH anti-LIPH y los fagos control
que despliegan un péptido no relacionado se incubaron con HRP oxidada y se purificaron mediante precipitacion del
fago en varias veces usando polietilenglicol. Los pocillos de una placa de microtitulacién se recubrieron con proteina
diana LipH. La union del fago recubierto de HRP que despliega un anticuerpo VHH anti-LipH al antigeno inmovilizado
podia confirmarse mediante la medicion de la actividad peroxidasa usando el sustrato cromogénico TMB (figura 2a).
Como quedaba por dilucidar si podia producirse una reaccién acoplada sobre la superficie del fago donde la oxidasa
libera el peréxido de hidrégeno que necesita la HRP, se recubrié una placa de microtitulacion con el conjugado LipH-
GOasa. Se anadieron respectivamente fagos recubiertos de HRP que desplegaban VHH anti-LipH o un fago control
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que desplegaba un antigeno no relacionado. Después del lavado y la adicion de galactosa, podia detectarse actividad
peroxidasa (figura 2b) lo que indicaba que habia tenido lugar una reaccién acoplada sobre el fago.

Ejemplo 3: Validacion del acoplamiento entre genotipo y fenotipo

Para la validacién del acoplamiento entre genotipo y fenotipo se mezclaron fagos que presentaban VHH anti-LipH con
fagos control a una relaciéon 1:10 000 y 1:100 000, respectivamente. Tras la conjugacion con HRP y la adicion del
complejo LipH-GOasa se inicié la reaccion enzimatica acoplada mediante la adicion de galactosa, biotina-tiramida y
catalasa. Tras 30 min de incubacion, los fagos biotinilados se capturaron mediante su unién a microesferas magnéticas
recubiertas de estreptavidina. Tras lavar exhaustivamente con PBS, PBS-Tween y tampoén glicina pH 2,2,
respectivamente, se usaron directamente las microesferas unidas a fago para infectar a células de E. coli. Se aplicaron
dos rondas mas del mismo procedimiento de seleccion y el enriquecimiento de fagos que presentaban VHH anti-LipH
se verifico mediante analisis con ELISA de fagos y analisis mediante PCR. En ambas mezclas, tras una Unica ronda
de seleccién se acumularon fagos de union a diana en un grado significativo (figura 3a). El andlisis mediante PCR de
los clones individuales tras 2 rondas de seleccién mostré que 6 de los 16 clones de la dilucion 1:10 000 y 3 de los
16 clones de la dilucién 1:100 000 contenian un fragmento de 676 pb, lo que es indicativo de la presencia del gen
VHH. Este experimento de mezcla se repitié varias veces con resultados similares para optimizar el protocolo del
método y garantizar su reproducibilidad. El enriquecimiento depende de la presencia tanto de biotina-tiramida como
de galactosa (figura 9).

Ejemplo 4: Seleccion de la biblioteca VHH 3CARD

Para investigar si la seleccion de despliegue de fagos 3CARD puede usarse para la seleccion rapida de ligantes del
antigeno a partir de una biblioteca de fagos, se utilizaron dos bibliotecas de despliegue de fagos de VHH de camélido.
LibA contiene aproximadamente 108 variantes de cadenas variables pesada de camélido con secuencias de lazo
hipervariables aleatoriamente variegadas (Habicht y cols. 2007). LibB es una biblioteca del dominio VHH no expuesto
al antigeno (3 x 10° clones) que se obtuvo mediante clonacion del repertorio de VHH de 12 llamas no inmunizadas
dentro del vector de despliegue de fagos pAK200 usando procedimientos publicados (Monegal y cols. 2009). Se
acoplaron tres proteinas diana diferentes con la glucosa oxidasa que se utilizaron para la seleccién, en concreto
cetuximab, un anticuerpo anti-receptor del factor de crecimiento epidérmico (Robert y cols. 2001), saglina, una proteina
de las glandulas salivales de Anopheles que esta implicada en el proceso de invasion de los mosquitos por los
esporozoitos de Plasmodium, el agente causante del paludismo (Okulate y cols. 2007) y factor XlII, transglutaminasa
humana que participa en la coagulacion de la sangre (Komaromi y cols. 2010). Tras 1 o 2 rondas de seleccién, se
generaron fagos a partir de 64 clones individuales y se comprobd su unién a la proteina diana mediante ELISA de
fagos, lo que indicaba una acumulacion de clones de fagos que se unen a la diana para las tres dianas (figura 4).

La secuencia codificadora de un ligante putativo para cada seleccion se transfirié al vector de expresién pEX y se
produjo y purificé la proteina VHH correspondiente a partir del lisado de células de E. coli. La interaccién con la
correspondiente proteina diana se verificO mediante interferometria de biocapa y se obtuvieron constantes de
disociacion en el intervalo nanomolar medio (tabla 1) que corroboraban la idea de que el esquema de seleccién es
suficientemente solido para obtener anticuerpos de dominio Unico a partir de diferentes bibliotecas frente a varias
dianas no relacionadas en una o dos rondas de seleccion. No se ha intentado eliminar la oxidasa, peroxidasa o ligantes
de proteinas de fagos de la biblioteca de fagos inicial antes de la seleccion que pueden suponer una fraccion
significativa de la poblacién de fagos seleccionada.

Tabla 1 Constantes de disociacion (Kd) de los VHH obtenidas a partir de la seleccién 3CARD

Antigeno diana Rondas de Ka (nM) Biblioteca N.2 de clones
seleccion positivos
Cetuximab 2 156 LibA + LibB 8/32 + 12/32
Factor XIlI 1 235 LibB 5/64
Saglina 1 90 LibB 4/64

Ejemplo 5: Conjugacion de la oxidasa con el antigeno a través de la formacion de una hélice superenrollada
Para obtener un heterodimero de oxidasa y antigeno diana, se expres6 LipH de P. aeruginosa en E. coli con una
etiqueta C-terminal de hexahistidina seguida de una secuencia codificadora de la hélice acida (EVSALEK)s (Steinmann
y cols. 2010). Del mismo modo, se dot6 a la galactosa oxidasa M1 con una etiqueta de purificacién de la hexahistidina
C-terminal seguida de (KVSALKE)s. Ambas proteinas se purificaron mediante cromatografia de afinidad de quelatos
metalicos y se mezclaron en una relacion molar 1:1 antes de su uso en experimentos de seleccion.

Ejemplo 6: Oxidacion con periodato sédico

Se diluyeron 18,8 mg de periodato sédico (87,8 umol, Sigma) en 1 ml de H20. La proteina que se iba a oxidar, HRP o
glucosa oxidasa (Sigma), se diluy6 en H20 hasta una concentracién final de 10 mg/ml. Para la oxidacién se mezclaron
200 pl de solucion de proteina con 20 pl de la solucién stock de periodato sédico. Después de 20 min de incubacion a
TA en oscuridad, la mezcla de reaccion se purific6 mediante una columna PD10 (GE Healthcare) previamente
equilibrada con tamp6n de borato soédico 100 mM, pH 9,1. Se completaron 1,4 ml del eluido que contenian la proteina
oxidada hasta 2 ml con tamp6n de borato sédico y se conservaron en alicuotas a -20 °C.
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Ejemplo 7: Acoplamiento de la proteina diana con glucosa oxidasa

Se incubaron 0,1 mg de glucosa oxidasa oxidada con periodato a una concentracion de 1 mg/ml con una cantidad
equimolar o inferior equivalente de la proteina diana en 200 pl de tampo6n a temperatura ambiente en oscuridad durante
180 min seguido de cromatografia de filtracién en gel usando una columna Superdex 75 pg 16/60 o Superdex 200 pg
16/60, respectivamente, y se recogio la fraccion de elucién temprana.

Etapa critica: La formacién del conjugado debe comprobarse mediante electroforesis nativa en gel o mediante
cromatografia de filtraciébn en gel. Puesto que los rendimientos de conjugado heterodimérico pueden variar
dependiendo del nimero de restos de lisina accesibles sobre la superficie de la proteina diana, generalmente se
recomienda purificar el producto de conjugacion mediante cromatografia de filtracién en gel usando una columna de
Sepharosa o Superdex y recogiendo las fracciones de elucién tempranas.

Ejemplo 8: Acoplamiento de HRP al fago M13

Antes de acoplar la HRP, los ligantes de estreptavidina se eliminaron de la biblioteca de fagos. Con este fin, se
incubaron 100 pl de fagos pAK200-VHH (3*10'° fagos) con 10 pl de Dynabeads acopladas con estreptavidina (T1,
Invitrogen) durante 30 min a TA a 40 rpm en un agitador. Tras la separacion de las microesferas usando un
concentrador magnético de particulas, el sobrenadante se transfirié a un tubo de reaccion de 1,5 ml y se afiadieron
100 pl de HRP oxidada (2 mg/ml en tampdn borato pH 9,1). La mezcla de reaccion se incubé a temperatura ambiente
en la oscuridad con agitacion lenta durante 45 minutos, Para eliminar la HRP no conjugada se afadieron 200 pl de
tampon de precipitacion de fagos (PEG 6000 al 20 %, NaCl 1,5 M) seguido de la incubacion en hielo durante 45 min.
Tras la centrifugacion en una centrifuga de mesa (30 min), el sedimento de fagos se disolvié en 50 pl de PBS.

Ejemplo 9: Reaccion enzimatica acoplada sobre el fago

Se anadieron 5 pl (3 pMol) de conjugado antigeno-oxidasa a 50 pl de suspension de fagos conjugados con HRP y se
incubéd durante 90 min a 4 °C con agitacion ligera. A continuacién, el volumen de reaccion se elevé a 500 pl mediante
la adicién de tampdn PBS. Cuando se utiliz6 GOasa como enzima indicadora, el pH se ajusté a 9,1 mediante la adicion
de tampodn borato. A continuacion, se afiadieron 1 pl de catalasa (2 mg/ml) y 2,5 pl de solucion stock de biotina-tiramida
(11,5 uM). La reaccion enzimatica se inicié mediante la adicién de 10 pl de glucosa 10 mM o 10 pl de galactosa 10 mM,
respectivamente. La mezcla de reaccién se incubd durante 15 min a TA en oscuridad y se detuvo mediante la adicion
de 200 pl de catalasa (2 mg/ml). Después de tres minutos, se afiadieron 700 ul de tampdn de precipitacion de fagos y
la mezcla se incubd en hielo durante 45 min. El sedimento de fagos se recogié mediante precipitacion en una centrifuga
de mesa (20 min, 4 °C) y se resuspendié en 200 pl de PBS.

Etapa critica: Es esencial reducir la actividad de la oxidasa llevando a cabo la reaccién a un pH no 6ptimo para la
correspondiente oxidasa. Con este fin, la reaccion enzimatica acoplada sobre el fago debe realizarse en tampoén borato
a pH 9,1, cuando se utiliza la GOasa, que esta muy por encima del pH éptimo de la enzima (pH 7,0) para ralentizar la
reaccion enzimatica y evitar la produccion de un exceso de perdxido de hidrogeno. En el caso de la glucosa oxidasa,
el pH o6ptimo es 5,5 por lo que la reaccion debe llevarse a cabo en PBS a pH 7,4. También es importante afadir
catalasa que destruye el exceso de peréxido de hidrégeno producido por la oxidasa que no esta unida al fago, que de
otro modo puede difundirse lejos del lugar de formacién y actuar como sustrato para la peroxidasa localizada en las
proximidades de las particulas de fago.

Ejemplo 10: Captura de fagos biotinilados

Se afadieron 20 pl de microesferas magnéticas acopladas con estreptavidina (Dynabeads T1, Invitrogen) a la mezcla
y se incubaron mediante agitacion durante 30 min. A continuacion, las microesferas se lavaron cinco veces con 200 pl
de tampén PBS. Se utiliz6 un colector magnético de particulas para separar las esferas del sobrenadante.
Posteriormente las microesferas recogidas se resuspendieron en 200 pl de tampén PBS y se transfirieron a un tubo
nuevo para eliminar los posibles complejos anticuerpo-fago unidos al plastico. Las microesferas se recogieron y
resuspendieron en 200 pl de glicina-HCI 10 mM pH 2,2 y se incubaron durante 8 min para eliminar los fagos unidos
de manera inespecifica a las microesferas. Este procedimiento se repiti6 una vez. Finalmente, las microesferas se
lavaron cinco veces usando tampén PBS Tween (Tween 20 al 0,05 % en tampén PBS) y cinco veces con tampo6n
PBS.

Ejemplo 11: Infeccion de células de E. coli

Después de la primera etapa de lavado, las microesferas recubiertas de estreptavidina con fagos unidos se
resuspendieron en 200 ul de PBS y se utilizaron para la infeccion de E. coli ER 2738 mediante dilucién en 20 ml de
cultivo liquido bacteriano a una DOsoo de 0,5 y se incubaron durante 30 min a 37 °C sin agitacién. Las células se
recogieron mediante centrifugacion, se disolvieron en 1,5 ml de PBS y se sembraron en alicuotas de 500 pl sobre
placas de agar que contenian cloranfenicol (25 pg/ml) y se incubaron durante toda la noche a 37 °C.

Ejemplo 12: Métodos generales para la produccion de fagos

La cepa ER2738 de E. coli (Gough 1983, Woodcock 1989) que contenia el fagémido pAK200-VHH se crecié hasta
una DOesoo de 0,1 en 50 ml de dYT (CM a 25 pg/ml, TET a 100 pg/ml) a 37 °C (agitacion a 200 rpm) y se afnadieron
10 pl de fago auxiliar M13VCS. La infeccion se llevo a cabo incubando las células durante 45 minutos a 37 °C. Se
afadié kanamicina (75 ug/ml) y el cultivo se incub6 a 37 °C (200 rpm) hasta que se alcanzé una DOsoo de 0,5. A
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continuacion se afadieron 50 pl de IPTG 1 M para la induccion de la sintesis de VHH-plll y la incubacion se continu6
durante 12 h a 28 °C. Los fagos producidos se recogieron mediante precipitacién de fagos. Con este fin, las células
se recogieron mediante centrifugacion (3200 g, 12 min, 4 °C) y se transfirieron 35 ml del sobrenadante a un tubo tipo
Falcon de 50 ml para alta velocidad. Se afiadieron 8 ml de tampdn de precipitacion de fagos (PEG 6000 al 20 %, NaCl
1,5 M) y la mezcla se incub6 durante 4 horas en hielo. Los fagos precipitados se recogieron mediante centrifugacion
(20 200 g, 4 °C, 30 min). El sedimento de fagos resultante se disolvié en 1,6 ml de PBS y los fagos se precipitaron de
nuevo mediante la adicién de 400 pl de tamp6n de precipitacion mediante incubacion durante 10 min a 4 °C. Tras la
centrifugacién (16 000 g, 10 min, TA) el sedimento de fagos restante se disolvié en 1 ml de PBS. El titulo de fagos se
determiné mediante infeccién de ER2738 con una dilucién seriada de particulas de fago o espectrométricamente
mediante determinacion de la DOs20 y DO2s9 (Smith, Scott 1993). Los fagos se almacenaron a 4 °C hasta su uso
posterior.

Tabla 2 Titulo de fagos de las VHH obtenidas a partir de la seleccién 3CARD.

Antigeno diana Biblioteca Ronda Fagos iniciales  Recuento de infeccién Recogido (%)
Cetuximab LibA 1 310" 8,4-10° 0,0028
2 1-1010 2,4-10° 0,024
Factor XIlI LibB 1 1.1012 9,5-10° 0,000095
Saglina LibA 1 510" 1,9-10* 0,0000038
Saglina LibB 1 11012 1,9-104 0,0000019
Antigeno diana  Biblioteca Ronda Fagos iniciales (a) Recuento de infeccion (b) Relacién (a/b)
Cetuximab LibA 1 3-10" 8,4-108 3,6-104
2 11010 2,4-108 4,2:10°
Factor XIII LibB 1 1.1012 9,5-10° 1,1-108
Saglina LibA 1 5-10" 1,9-104 2,6-107
Saglina LibB 1 11012 1,9-10* 5,2-107

Ejemplo 13: Sintesis de biotina-tiramida

Se diluyeron 10 mg (17,96 umol) de Sulfo-NHS-LC-biotina (Thermo Scientific) en 800 ul de DMF seca y se mezclaron
con una solucion de 2 mg (11,51 umol) de tiramida (Sigma-Aldrich) en 200 pl de DMF seca. A continuacion se
anadieron 3 pl de trietilamina y la mezcla de reaccion se agité durante 2 h a TA. Para amortiguar el exceso remanente
de Sulfo-NHS-LC-biotina (Pierce) se afiadieron 20 pl de 1-propilamina a la solucién. Tras 4 h de incubacién a TA, el
producto resultante se conservo a -20 °C sin purificacién adicional. La formacion de biotina-tiramida se confirmé
mediante HPLC y CL-EM. La estructura quimica de la biotina-tiramida es muestra en la figura 5.

Ejemplo 14: Comparacion con el método de despliegue de fagos mas avanzado

Para demostrar que el método de seleccidn de bibliotecas de fagos de la presente invencion es superior al método de
seleccion mas avanzado, se realizaron en paralelo una seleccion clasica y una seleccion 3CARD usando condiciones
de seleccién idénticas. Dianas: cetuximab y LipH (las dianas ya se han descrito en la invencién, asi como en la
metodologia de seleccion). La seleccién 3CARD se llevo a cabo como se ha describo para una ronda de seleccion.
Para la seleccidn clasica se utilizo la proteina diana biotinilada a la misma concentracion que para *CARD (4,5 nM).
La biblioteca de fagos se incubd con la proteina diana biotinilada a TA. Después de 20 min, los fagos unidos a la diana
se capturaron mediante microesferas magnéticas recubiertas de estreptavidina (15 min). Tras lavar las microesferas
10 veces con 1 ml de TPBS, el resto de los fagos unidos se eluyeron con tampdn de glicina pH 2,2 y se utilizaron para
la infeccion de células de E. coli. Tras una ronda de seleccién, los fagos se prepararon a partir de 96 clones individuales
y se comprob6 su capacidad para unirse a la correspondiente proteina diana usando un ELISA de fagos. Los
resultados se muestran en las figuras 11 y 12.

Ejemplo 15: Realizacion preferida adicional de la tecnologia 3CARD

Como nuevo compuesto para marcaje de fagos de union a diana se utilizé un derivado de biotina-tiramida que contenia
un puente disulfuro entre el resto de biotina y el de tiramida de la molécula de unién. En consecuencia, a partir del
fago marcado se puede escindir el resto de biotina mediante la adicién de un agente reductor débil, como por ejemplo
ditiotreitol.

Sintesis de biotina-tiramida

Se diluyeron 10 mg (17,96 pmol) de Sulfo-NHS-LC-biotina, respectivamente Sulfo-NHS-SS- biotina (Thermo Scientific)
en 800 pl de DMF seca y se mezclaron con una solucién de 2 mg (11,51 umol) de tiramida (Sigma-Aldrich) en 200 pl
de DMF seca. A continuacion se anadieron 3 pl de trietilamina y la mezcla de reaccion se agit6é durante 2 h a TA. Para
amortiguar el exceso remanente de Sulfo-NHS-LC-biotina, respectivamente Sulfo-NHS-SS-botina, se afadieron 20 pl
de 1-propilamina a la solucién. Tras 4 h de incubacién a TA, el producto resultante se conservé a -20 °C sin purificacion
adicional. La formacion de biotina-tiramida se confirmé mediante HPLC y CL-EM.
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Se realizaron tres selecciones adicionales para los fagos de union a diana usando esta nueva molécula de marcaje.
Como proteinas diana, se utilizaron la proteina MreB de E. coli, el dominio extracelular del CTLA4 (antigeno 4 de
linfocitos T citotéxicos) humano y tiorredoxina.

Para la seleccion de la biblioteca de fagos, se utilizd la misma biblioteca de fagos como ya se ha descrito. También se
realizé el acoplamiento oxidasa-diana como se ha descrito. Tras el marcaje de los fagos, los fagos biotinilados se
capturaron mediante microesferas magnéticas recubiertas de estreptavidina. Tras lavar exhaustivamente, los fagos
capturados se utilizaron directamente para la infeccion de células de E. coli en caso de utilizar biotina-tiramida (figuras
14-16, panel izquierdo). En el caso de los fagos que se marcaron usando biotina-SS-tiramida, las particulas de fago
unidas a las microesferas magnéticas se escindieron mediante la adicion de ditiotreitol 50 mM como agente reductor.
A continuacion, los fagos eluidos se utilizaron para infectar células de E. coli. Para cada seleccion, los fagos se
prepararon a partir de 96 clones Unicos y se comprob6 su capacidad para unirse a la respectiva proteina diana usando
un ELISA de fagos.

Las selecciones proporcionan fagos de unioén a diana ya después de una Unica ronda de seleccion. Usando el sustrato
mejorado y el procedimiento de aislamiento de fagos mejorado, el numero de candidatos positivos aumentaba a un
namero mayor.
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REIVINDICACIONES

Un método para el aislamiento de entidades de replicacion marcadas especificamente, comprendiendo dicho

método

a) proporcionar en una mezcla de reaccién un conjunto de entidades de replicacién que despliegan variantes
de una molécula receptora sobre su superficie y que tienen una primera o segunda enzima unida a dicha
superficie, comprendiendo la mezcla de reaccion una tercera enzima capaz de descomponer el exceso de
producto de dicha primera y/o segunda enzima, siendo la primera enzima una peroxidasa, siendo la segunda
enzima una oxidasa y siendo la tercera enzima una catalasa,

b) anadir a la mezcla de la etapa a) moléculas de ligando que estan unidas a dicha primera enzima si dichas
entidades estan unidas a dicha segunda enzima, o dichos ligandos estan unidos a dicha segunda enzima si
dichas entidades estan unidas a dicha primera enzima,

c) afadir a la mezcla de reaccién un sustrato para la segunda enzima, siendo utilizado el sustrato por dicha
segunda enzima en una reaccion enzimatica para producir un producto que es utilizado por dicha primera
enzima para convertir un cosustrato de dicha primera enzima en una molécula marcadora reactiva que se
une fisicamente a la correspondiente entidad de replicacion, marcando especificamente de este modo la
entidad de replicacién, y

d) aislar las entidades de replicacién marcadas especificamente, y

e) en el que el cosustrato de dicha primera enzima es una tiramida conjugada con una molécula marcadora
mediante un enlazador escindible, preferiblemente un puente disulfuro o una secuencia peptidica que puede
ser escindida por una proteasa, preferiblemente una biotina-tiramida con un puente disulfuro escindible de la
siguiente estructura:

OH

<

@)

Método segun la reivindicacién 1, en el que la entidad de replicacion se selecciona entre el grupo compuesto por
un fago, un fagémido o una célula.

Método segun la reivindicacion 2, en el que la entidad de replicacion es una célula de levadura, preferiblemente
de Saccharomyces cerevisiae.

Método segun la reivindicacion 1, siendo el sustrato de la segunda enzima glucosa y siendo el producto H20:.

Método segun la reivindicacion 1, siendo la molécula marcadora biotina (2,4)-dinitrofenilo, fluoresceina o
derivados de digoxigenina.

Método segun la reivindicacion 1, siendo la molécula marcadora biotina, y llevandose a cabo la etapa de
aislamiento d) mediante cromatografia de afinidad sobre una matriz de avidina o estreptavidina.

Método segun la reivindicacion 1, siendo la molécula marcadora fluoresceina o una avidina o estreptavidina
fluorescentes unidas a biotina y llevandose a cabo la etapa de aislamiento d) mediante separacion de células
activada por fluorescencia.

Método segun la reivindicacién 1, en el que la molécula marcadora es biotina y el aislamiento comprende la

separacion magnética de células en particulas paramagnéticas recubiertas de estreptavidina o avidina unidas a
la entidad marcada con biotina.
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