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DESCRIPCION
Etiqueta de epitopo y método de deteccion, captura y/o purificacion de polipéptidos etiquetados
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la investigacion biomédica, de la bioquimica y de la biologia celular. Se
presenta un nuevo epitopo que se puede usar como etiqueta para usar en una caracterizacion, purificacion y
localizacion in vivo rapida y eficaz de polipéptidos de interés que comprenden la etiqueta. La etiqueta se reconoce
especificamente por un anticuerpo especifico de epitopo, que permite la interaccién anticuerpo-etiqueta.

Antecedentes

En la era postgendomica, el campo de la proteémica ha crecido de forma espectacular. Para una multitud de
aplicaciones, que van desde analisis de espectrometria de masas hasta imagenes de alto contenido, los ensayos
basados en afinidad son indispensables. Los ensayos basados en afinidad se basan en la deteccion de una interaccion
proteina-proteina (PPI) entre un receptor y un ligando, tales como un anticuerpo y un antigeno. En el caso de la
monitorizacion de una interaccion antigeno-anticuerpo, el ensayo también se denomina ensayo de inmunoafinidad.
Los ensayos de inmunoafinidad son el método de eleccion para probar la identidad, cantidad y/o ubicacién de un
polipéptido de interés. Sin embargo, hay casos en los que no se dispone de anticuerpos adecuados. Esta desventaja
de los ensayos basados en inmunoafinidad puede superarse mediante un método denominado "etiquetado de
epitopos”, en donde una proteina se etiqueta con un epitopo, es decir, la parte de unién de una proteina antigénica.

El etiquetado de epitopos es una técnica en la que un epitopo conocido se fusiona con una proteina recombinante
mediante ingenieria genética. Mediante la eleccion de un epitopo para el que se dispone de un anticuerpo, la técnica
permite la deteccién de proteinas para las que no se dispone de anticuerpos. Desde finales de la década de 1980, el
etiguetado de epitopos se ha convertido en un método estandar de genética molecular para permitir una
caracterizacion, purificacion y localizacion in vivo rapida y eficaz de los productos proteicos de genes clonados.

En los primeros tiempos de la protedmica, las primeras etiquetas disponibles en el mercado se disefiaron originalmente
para la purificacion de proteinas. Son ejemplos de estas primeras etiquetas FLAG, 6 x HIS y el sistema glutation-S-
transferasa (GST). La etiqueta 6 x HIS se basa en la afinidad de metales y el sistema GST se basa en la afinidad del
GST por el glutation. FLAG es una de las primeras etiquetas de epitopo utilizadas comercialmente.

Posteriormente, el descubrimiento de informadores proteicos fluorescentes tales como la proteina verde fluorescente
(GFP) hizo posible detectar proteinas intracelularmente sin necesidad de un reactivo secundario. En este caso, las
proteinas de interés se etiquetaron con la secuencia proteica de longitud completa de GFP, que hacia que la proteina
etiquetada de interés fuera fluorescente.

Sin embargo, el problema con las etiquetas que comprenden proteinas de longitud completa tales como la GST
proteina de union a maltosa (MBP) o GFP, es que algunas veces interfieren estéricamente con la localizacion
subcelular de la proteina o el plegamiento, lo cual puede comprometer o anular la funcion nativa de la proteina a
analizar.

Por lo tanto, se han desarrollado numerosas etiquetas de epitopos basadas en péptidos pequerios tales como c-myc,
V5, HA, CBP o FLAG. Dichas etiquetas tienen un origen sintético (FLAG) o derivan de proteinas virales (HA, V5) o
enddgenas de mamiferos (c-myc, CBP). Se caracterizan por un tamafio de 8 a 26 restos de aminoacidos y se detectan
mediante IgG clasicas (poli- o monoclonales). Un problema asociado con etiquetas derivadas de proteinas endégenas
es el hecho de que el anticuerpo especifico de la etiqueta generalmente también se une a la proteina endégena. Si la
interaccion entre la etiqueta y el anticuerpo no es especifica, el ensayo puede dar falsos positivos. Debido a la
competencia entre la proteina etiquetada y la proteina endégena como compafieros de union para el anticuerpo, €l
ensayo sera menos eficaz.

Aunque se dispone de muchos sistemas de captura de inmunoafinidad que utilizan anticuerpos especificos de etiqueta,
siguen existiendo graves problemas debido a la unién de baja afinidad, interacciones inespecificas, variaciones entre
lotes o funcionalidad reducida de los anticuerpos tras el acoplamiento covalente a superficies sélidas.

Asimismo, un problema especifico de los sistemas conocidos de deteccion y/o captura por inmunoafinidad es su
dependencia de anticuerpos convencionales desarrollados por el sistema inmunitario de los vertebrados para detectar
la proteina etiquetada con epitopo.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion fue proporcionar un sistema de deteccién y/o captura por
inmunoafinidad que se caracterizara por una alta afinidad, especificidad y reproducibilidad.

Ademas, fue un objeto de la presente invencién proporcionar una etiqueta de epitopo que pudiera interactuar de forma
2
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especifica, fiable, reproducible y con una alta afinidad con un anticuerpo especifico de epitopo. Otro objeto de la
presente invencion fue proporcionar los componentes necesarios para un ensayo basado en inmunoafinidad que fuera
adecuado para detectar un polipéptido de interés de forma fiable, especifica y eficaz, que pudiera usarse, por ejemplo,
para la obtencion de imagenes celulares o la deteccioén directa de antigeno.

Otro objeto de la presente invencion fue proporcionar los componentes necesarios para un ensayo basado en
inmunoafinidad que fuera adecuado para purificar de forma fiable especifica y eficaz un polipéptido de interés.

Asimismo, fue un objeto de la presente invencidn proporcionar un sistema para la captura y/o deteccion, en particular
un sistema que pudiera usarse para diferentes tipos de andlisis, para analisis combinados mediante estudios
microscopicos y bioquimicos, entre otros.

Otro objeto fue proporcionar un método de purificacion robusto para proteinas recombinantes que permitiera el uso de
condiciones no desnaturalizantes o desnaturalizantes.

Descripcion de los dibujos
La invencion se explica adicionalmente con referencia a las siguientes figuras.
La figura 1 muestra el analisis estructural de BC2-nanoanticuerpo (BC2-Nb) y un complejo BC2-Nb/BC2T.

(a) muestra las interacciones de la cadena principal de BC2-Nb/BC2T. El BC2-péptido (BC2T) (rosa) se pliega
en una cadena B que forma parte de una estructura de lamina 3 formada por la regiéon determinante de
complementariedad 3 (CDRS, azul) y las regiones marco 2 y 3 (gris). Se muestran 13 enlaces de hidrégeno
entre las cadenas principales (lineas discontinuas negras) de los cuales uno esta mediado por agua (esfera
roja). La CDRS3 aporta ocho y las regiones marco cinco de estas interacciones. La CDR1 (amarillo claro) y la
CDR2 (amairillo) no participan en la unién.

(b) muestra la llamada interaccion de "bloqueo de cabeza" ("headlock"). Una interaccion mediada por carga
entre la Arg106 de la CDR3 (azul) y Glu44 en FR2 esta estabilizando el complejo BC2-Nb/BC2T. Estas cadenas
laterales de aminoacidos alcanzan al péptido (rosa), formando un puente de sal que bloquea al péptido en su
sitio de union.

(c) muestra interacciones especificas de BC2-Nb/BC2T. Ademas de las interacciones de la cadena principal,
un pequefio niumero de interacciones mediadas por cadenas laterales generan especificidad por la secuencia
del péptido BC2T. El resto W10 de BC2T esta involucrado en una interaccion CH-1r con Cys50 (linea de puntos).
Una molécula de agua (esfera roja) esta unida por los aminoacidos del péptido S8 (rosa), Tyr109, dos grupos
carbonilo y un grupo amina. También se muestra la interaccion mediada por la carga entre la Arg106 (CDR3)
y la cadena lateral de Glu44 (FR2), que alcanza al péptido.

La figura 2 muestra la identificacion de restos que median la especificidad de uniéon de BC2T.

Se incubaron bibliotecas de variantes de secuencia posicional de BC2T con BC2-Nb (barras negras), BC2-Nbr1ges
(gris claro) y BC2-Nbgr1gse (gris oscuro) inmovilizados en sepharose (n = 3). Después de la precipitacion, los
sobrenadantes se sometieron a cromatografia liquida seguida de analisis de espectrometria de masas. Se
identificaron variantes de secuencia precipitadas especificamente mediante el calculo de la relacion de sefales
producidas por los péptidos en el sobrenadante de BC2-Nb o mutantes indicados y el sobrenadante de un Nb de
control no relacionado con BC2T (Nb especifico de GFP). Se muestran los resultados para las bibliotecas de
variantes de secuencia de (a) BC2Trax, (b) BC2Taex, (c) BC2Tssxy (d) BC2Tw1ox (véanse los resultados completos
en la tabla 1). Las posiciones variadas se indican como una X en la secuencia de BC2T. Los aminoacidos se
agrupan de acuerdo con las propiedades fisicoquimicas de su cadena lateral: no polares, polares y cargados. Se
usoO acido gamma-amino butirico en lugar de cisteina en la sintesis de la biblioteca. Se muestran las medias y
desviaciones tipicas (sd; barras de error) de tres experimentos independientes.

La figura 3 muestra la purificacion en un solo paso de proteinas etiquetadas con BC2 utilizando el nanotrap de
BC2.

(a) Para la inmunoprecipitacion, se incubaron fracciones de proteinas solubles de lisados bacterianos que
expresan GFP con una etiqueta BC2 C-terminal (GFPgc2t1) 0 Unicamente GFP con BC2-Nb inmovilizado en
agarosa (nanotrap de BC2). Las fracciones de entrada (I), no unidas (NB) y unidas (B) se separaron mediante
SDS-PAGE y se visualizaron mediante azul de Coomassie (parte superior) o mediante analisis de
inmunotransferencia (parte inferior).

(b) El nanotrap de BC2 une eficazmente a su epitopo en condiciones rigurosas. Se incubé GFPgczr procedente
de extractos bacterianos a concentraciones crecientes de SDS (0 - 2%), Urea (0 - 4 M) o clorhidrato de
guanidinio (0 - 3 M) y se precipité como se describe en (a). Se muestran las fracciones de entrada (I) y las
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unidas en las condiciones indicadas.

(c) Las proteinas etiquetadas con BC2 se liberan eficazmente utilizando pH alcalino o elucion de péptidos. La
GFPgc2r unida al nanotrap de BC2 se sometié a elucién con tiocianato de sodio (NaSCN, 1 - 3 M), elucién acida
(glicina 0,2 M pH 1 - 2,5), elucidn alcalina (pH 10 - 12) o elucién de péptido (0 - 1 mM). Se analizaron alicuotas
de fracciones liberadas (R) y unidas (B) por inmunotransferencia con un anticuerpo anti-GFP.

(d) El nanotrap de BC2 se une a proteinas etiquetadas con BC2 procedentes de lisados de células humanas
independientemente de si la etiqueta BC2 esta localizada en el extremo N o C. Para la inmunoprecipitacion de
proteinas etiquetadas con BC2, se incubaron fracciones de proteinas solubles de células HEK293T que
expresaban gcoreGFP, eGFPgcer 0 Unicamente eGFP con el nanotrap de BC2 como se describe en (a). Las
fracciones de entrada (), no unidas (NB) y unidas (B) se separaron mediante SDS-PAGE y se visualizaron
mediante tincidon con azul de Coomassie (parte superior) o mediante analisis de inmunotransferencia (parte
inferior).

La figura 4 muestra resultados de experimentos de inmunocitoquimica que usan un nanoanticuerpo BC2 marcado
con fluorescencia.

(a) muestra una representacion esquematica de proteinas de fusion etiquetadas con BC2 y BC2-Nb marcados
con fluorescencia que se utilizan para estudios de colocalizacién. La secuencia de BC2T se fusiond
genéticamente al extremo C de mCherry-Vimentina (mCherry-VIMgc2t) y eGFP-PCNA (eGFP-PCNAgc2T)

(b) Se fijaron células HelLa que expresaban ectopicamente mCherry-VIMgc2r 0 eGFP-PCNAgc2t con metanol o
PFA, respectivamente, seguido de tincién con los BC2-Nb marcados con fluorescencia y DAPI. Barra de escala
de 25 um.

La figura 5 muestra la estructura de BC2-Nb sin ligando y el complejo BC2-Nb/BC2T correspondiente.

(a) muestra un diagrama de cintas de la estructura BC2-Nb sin ligando. Los cuatro restos de cisteina que forman
dos enlaces disulfuro estan marcados. La CDR3, que aporta contactos con el péptido en la estructura con
ligando y experimenta un giro de aminoacidos tras la union, esta resaltada en naranja.

(b) muestra una superposicion de estructuras BC2-Nb sin ligando y con ligando. La comparacién de las dos
estructuras revela un giro de 180 grados por dos aminoacidos. En la estructura BC2-Nb, la Arg106 esta
interactuando con el grupo carbonilo de Glu108, y la Tyr107 esta involucrada en una interaccion-1r catiénica
con la Arg45 (grafico de cintas naranja). El carbono 3 de la Arg106 esta orientado hacia el Nb y el de la Tyr107
esta orientado en sentido contrario. En la estructura compleja unida al péptido, es al revés (grafico de cintas
azul). La Arg106 esta involucrada en la unién de "bloqueo de cabeza" y la Tyr107 esta formando un enlace de
hidrégeno con el grupo carbonilo de la Arg104.

La figura 6 muestra un esquema de las interacciones del BC2-péptido con el BC2-Nb.

El BC2-péptido se muestra con cadenas laterales en rosa. Su extremo N acetilado esta en la parte superior y el
extremo C amidado esta en la parte inferior. Todas las interacciones polares dentro de 3,5 A se representan con
lineas negras de puntos, con sus comparieros de interaccion del BC2-Nb en verde para la cadena principal y en
amarillo para las interacciones de la cadena lateral. Las moléculas de agua se muestran en azul. Las interacciones
hidréfobas relevantes dentro de 4,0 A se representan con lineas grises de puntos.

La figura 7 muestra que la mutacion del motivo de bloqueo de cabeza conduce a mayores tasas de desactivacion
del nanoanticuerpo BC2. Para mediciones de afinidad basadas en espectroscopia de resonancia de plasmoén
superficial (SPR), se inmovilizé GFP con una etiqueta BC2 C-terminal (GFPgc2t) (a - €) o Unicamente GFP (d) en
un chip CM5. Las mediciones cinéticas se realizaron inyectando seis concentraciones de BC2-Nb (a), BC2-Nbg1gss
(b) 0 BC2-Nbr1gse () que varian de 8 nM - 250 nM. Los conjuntos de datos obtenidos se evaluaron utilizando el
modelo de unién Langmuir 1:1 con transferencia de masa. Como control, se prob6 que BC2-Nb solo se unia a GFP
(d). Las afinidades obtenidas expresadas en términos de la constante de disociacion (Kp) y las constantes de
velocidad de asociacion (kon) y disociacion (ko) determinadas para BC2-Nb y los mutantes correspondientes se
resumen en la Tabla 3.

La Figura 8 muestra que las proteinas capturadas por el nanotrap de BC2 pueden eluirse en condiciones nativas.
Se unié GFPgc2r derivada del lisado bacteriano al nanotrap de BC2 y se someti6 a elucién usando condiciones
tamponantes como se describe en la Fig. 3 c. La intensidad de la sefial de fluorescencia de la GFPgc2r liberada
se visualizé y cuantific6 usando un escaner laser. El panel superior muestra la intensidad fluorescente de la
GFPgc2t €eluida en comparacion con el lisado completo. Panel inferior: Cuantificacion de fluorescencia de GFP
obtenida para diferentes condiciones de elucion. La fluorescencia de GFP obtenida del lisado no tratado se ajusto
a 1. Se muestran las medias y s.d. (barras de error) de tres experimentos independientes (R1 - R3).
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La figura 9 muestra que BC2-Nb es funcional para la inmunoprecipitacion y deteccion de proteinas etiquetadas
con BC2.

(a) Para la inmunoprecipitaciéon, se incubaron fracciones de proteina soluble de células HEK293T que
expresaban eGFP-PCNA (control) o eGFP-PCNA etiquetado con BC2 (eGFP-PCNAgc2t) (panel izquierdo) o
mCherry-Vimentina (mCherry-VIM, control) o mCherry-VIM etiquetado con BC2 (mCherry-VIMgc2r) con el
nanotrap de BC2. Las fracciones de entrada (I), no unidas (NB) y unidas (B) se separaron mediante SDS-PAGE
y se visualizaron mediante analisis de inmunotransferencia usando anticuerpos anti-PCNA o anti-Vimentina
(panel superior). Como control de carga, las manchas de transferencia se sondearon con un anticuerpo anti-
GAPDH (panel inferior).

(b) Para la deteccion de transferencia de Western utilizando BC2-Nb marcado con fluorescencia (BC2-Nbarass),
las cantidades indicadas de las fracciones de entrada (como se muestra en (a)) se sometieron a SDS-PAGE e
inmunotransferencia. Las transferencias Western se sondearon con BC2-Nbsgs seguido de deteccion con
anticuerpos anti-PCNA (panel izquierdo) o anti-Vimentina (panel derecho). Como controles de carga, se
sondearon manchas de transferencia con un anticuerpo anti-GAPDH (panel inferior).

(c) Muestra que el nanotrap de BC2 precipita solo pequefias cantidades de B-catenina enddgena en
comparacion con las proteinas etiquetadas con BC2 sobreexpresadas. Se sometieron muestras como las
descritas en (a) de la Fig. 3 d a analisis de inmunotransferencia con un anticuerpo anti-B-catenina. Las flechas
indican sefiales especificas de -catenina.

La Figura 10 muestra los resultados obtenidos por inmunocitoquimica usando nanoanticuerpo BC2 marcado con
fluorescencia.

(a) Muestra imagenes confocales de mCherry-Vimentinagczt con el BC2-Nbarsss. Se fijaron con metanol células
HelLa que expresaban ectopicamente mCherry-VIMgcor, seguido de tincion con BC2-Nb marcado con
fluorescencia y DAPI. Se muestra una imagen de proyeccion maxima (z-stack de 7 planos) de la celda en la
esquina inferior izquierda del panel superior en la Figura 4 b. Barra de escala de 10 pm.

(b) Muestra especificidad de BC2-Nbarsgs y BC2-Nbarross7. Se fijaron células HeLa que expresaban
ectopicamente mCherry-VIM o eGFP-PCNA sin etiquetar con metanol o PFA, respectivamente, y se tifieron
con los BC2-Nb marcados con fluorescencia indicados y DAPI. Barra de escala de 25 pm.

La figura 11 muestra una variacion de la etiqueta BC2 de la presente invencién. La secuencia original de BC2T
(PDRKAAVSHWQQ; SEQ ID NO: 4) se modificé en el 50 por ciento de las posiciones, dando como resultado la
secuencia PVYRSAALSQWSS (BC2Tmut; SEQ ID NO: 5).

Tanto la version original como la modificada de la etiqueta se fusionaron por el extremo C con GFP. Como control
negativo se us6 GFP sin la etiqueta BC2. Las proteinas se expresaron en E. coli. Se prepard un lisado y se
inmunoprecipitaron 100 ug de lisado total con nanoanticuerpo BC2 inmovilizado en agarosa. Las fracciones de
entrada (), no unidas (NB) y unidas (B) se analizaron mediante SDS-PAGE seguido de tincién con Coomassie
(panel superior) o inmunotransferencia usando un anticuerpo anti-GFP (panel inferior).

La figura 12 muestra variaciones de longitud de la etiqueta BC2. La secuencia original de BC2T
(PDRKAAVSHWQQ; SEQ ID NO: 4) se acorto, dando como resultado la secuencia PDRKAAVSHW (BC2T-10;
SEQ ID NO: 14) y RKAAVSHW (BC2T-8; SEQ ID NO: 3). Las versiones acortadas y originales de las etiquetas se
fusionaron por el extremo C con GFP (GFP-BC2T-10; La GFPBC2T-8, GFP-BC2T). Como control negativo, se us6
GFP sin la etiqueta BC2. Las proteinas se expresaron en E. coli. Se preparé un lisado y se inmunoprecipitaron 100
Mg de lisado total con nanoanticuerpo BC2 inmovilizado en microesferas de agarosa. Las fracciones de entrada (l),
no unidas (NB) y unidas (B) se analizaron mediante SDS-PAGE seguido de transferencia de Western usando un
anticuerpo anti-GFP. Los resultados muestran que la secuencia BC2T-10 (PDRKAAVSHW; SEQ ID NO: 14) o la
secuencia BC2T-8 (RKAAVSHW) como etiqueta C-terminal se reconocen tan eficazmente como los 12
aminoacidos del BC2T original (PDRKAAVSHWQQ) por el nanoanticuerpo BC2 especifico del epitopo.

La Figura 13 muestra dos variaciones de la etiqueta BC2 con afinidades de unién mejoradas con respecto a la
etiqueta BC2 de tipo silvestre. Se usaron mediciones de afinidad basadas en interferometria de biocapa (BLI) para
evaluar dos variaciones mejoradas de la secuencia de BC2T original (a: PDRVRAVSHWSS, pTag1 SEQ ID NO:
33; b: ADRVRAVSHWSS, pTag2 SEQ ID NO: 34) en comparacion con la secuencia original de BC2T (c: BC2T
SEQ ID NO: 4). BC2T y sus variaciones mejoradas se sintetizaron como péptidos con una biotina N-terminal unida
a través de un engarce de etilenglicol e inmovilizados en biosensores de estreptavidina. La cinética de union se
analiz6 incubando péptidos inmovilizados con 4-5 concentraciones de BC2-Nb (5-50 nM) y se evalud utilizando un
modelo de unién 1:1. Las constantes de disociacion obtenidas (Kp) y las constantes de velocidad de asociacion
(kon) y de velocidad de disociacion (Kor) se resumen en la tabla 5.

La figura 14 muestra la aplicacién de dos variaciones mejoradas de la etiqueta BC2 para la purificacion de
5
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proteinas y la inmunoprecipitacion.

(a) Purificacion de proteinas: El nanotrap de BC2 se incub6 con la proteina mCherry etiquetada por el extremo
N o C con la etiqueta BC2 original BC2T (SEQ ID NO: 4) o variaciones mejoradas de la misma (pTag1 SEQ ID
NO: 33 y pTag2 SEQ ID NO: 34). Posteriormente, la proteina unida se eluyé usando el péptido libre
correspondiente a una concentracion de 100 pM. Las fracciones de entrada (1), proteina no unida (NB), proteina
liberada por elucion del péptido (R) y proteina todavia unida después de la elucién (B) se analizaron usando
SDS-PAGE y tincion con Coomassie.

(b) Inmunoprecipitacion: el nanotrap de BC2 se uso para precipitar la proteina mCherry fusionada por el
extremo N con la variacion de la etiqueta BC2 pTag1 SEQ ID NO: 33 de lisados de la linea celular humana
HEK293T, la linea celular de insecto Trichoplusia ni High5 y la levadura Saccharomyces cerevisiae. Las
fracciones de entrada (l) y la proteina unida (B) se analizaron usando SDS-PAGE Yy tincion con Coomassie.

Definiciones

En esta descripcion y en las reivindicaciones, se hara referencia a varios términos que se definiran por tener los
siguientes significados:

La expresion "péptido epitopo" o "etiqueta de epitopo” se referiran a una secuencia peptidica de la presente invencion
que se usa como etiqueta; ambas expresiones se usan indistintamente. Un péptido epitopo de la presente invencién
se define en la reivindicacion 1, en donde el péptido epitopo aislado no comprende una secuencia de aminoacidos
como la definida por la SEQ ID NO: 3 (RKAAVSHW). El péptido epitopo o la etiqueta de epitopo pueden ser una
secuencia aislada o pueden formar parte de una secuencia.

El término "polipéptido" se refiere a cualquier tipo de polipéptido o proteina y comprende cualquier secuencia de
aminoacidos en la que los aminoacidos estan conectados a través de enlaces peptidicos, tal como una secuencia de
aminoacidos de al menos 10 aminoacidos de longitud, con la condicion de que la construccion de la etiqueta de epitopo
y el polipéptido no sea B-catenina. El término polipéptido se usa en esta solicitud de manera muy general y
comprendera también péptidos, tales como oligopéptidos. Los términos polipéptido y proteina se usan indistintamente.

La expresion "polipéptido de interés" o "proteina de interés" se referiran a cualquier tipo de polipéptido o proteina que
tiene una funcion o propiedad, tal como una molécula fisiolégicamente activa, y comprende todas las variantes de
estructura y variantes de secuencia que tienen una propiedad o funcién deseada. En particular, la expresion abarcara
cualquier tipo de péptido y proteina, asi como una proteina de fusién. Ambas expresiones se usan indistintamente.

La expresion "proteina de fusiéon" o "polipéptido de fusién" se referiran a una proteina o un polipéptido creado mediante
la union de dos o mas polipéptidos o al menos un polipéptido y al menos un péptido o al menos un polipéptido y al
menos un oligopéptido. Por ejemplo, una "proteina de fusion" puede referirse a un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos de una proteina fusionada con la secuencia de aminoacidos de un péptido epitopo. La
proteina de fusion o el polipéptido de fusién pueden comprender uno o mas de un polipéptido y uno o mas de un
péptido epitopo. Ademas, los péptidos fusionados se pueden unir mediante un puente o secuencia engarcea. El
péptido epitopo se fusiona preferentemente al extremo N o C de la secuencia de aminoacidos de la proteina,
directamente o a través de una molécula engarcea.

Un engarce es cualquier unidad que conecta dos partes de una molécula, tales como dos acidos nucleicos, dos
péptidos o proteinas, una etiqueta y una proteina de interés, o un nucleétido, péptido o proteina y un portador. Se
puede usar cualquier unidad conocida para este fin siempre que no interfiera con la funcién de la molécula. El engarce
puede comprender nucledtidos cuando los miembros conectados son acidos nucleicos, por ejemplo de 3 a 150
nucleétidos, o puede ser un aminoacido o una secuencia de aminoacidos que tiene de 2 a 50 aminoacidos, cuando al
menos una de las dos partes es un péptido o proteina, u otra molécula puente.

Una variante de un péptido epitopo de la presente descripcién es un péptido, que comprende al menos 8 aminoacidos
y que en las posiciones 1, 4, 6 y 8 tiene los aminoacidos 1, 4, 6 y 8 de la SEC ID NO: 3, mientras que los aminoacidos
restantes pueden ser aminoacidos de la SEC ID NO: 3 y al menos uno de ellos es otro aminoacido que, con respecto
al tamafio, polaridad y/o carga, es similar al aminoacido "original" de la SEQ ID NO: 3. En otras palabras, el término
"variante" tal como se usa en esta descripcion se refiere a una secuencia que deriva o corresponde a la SEC ID NO:
3 en la que al menos el 12,5% y hasta el 25 o 37,5 o0 50% de los aminoacidos tienen sustituciones, tales como
sustituciones conservativas. Por ejemplo, una lisina también puede sustituirse por una serina sin cambiar la funcion
del péptido. Una variante de la presente divulgacion puede ser un péptido epitopo como se ha definido anteriormente
en el que 4 de 8 aminoacidos de la secuencia de SEQ ID NO: 3 pueden sustituirse sin cambiar sustancialmente la
funcién del péptido. En los ejemplos se ha demostrado que es activa una variante de un péptido epitopo de la presente
divulgacion que tiene 8 restos de aminoacidos que comprenden 3 sustituciones conservativas, obteniéndose como
resultado una variante sustituida de forma conservativa en un 37,5%.

Que la etiqueta de epitopo de la presente invencion se encuentre en el extremo C o N significa que ningun otro resto
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de aminoacido derivado de la secuencia del polipéptido de interés precede a la secuencia de la etiqueta de epitopo
en el extremo N o sigue a la secuencia de la etiqueta de epitopo en el extremo C. Sin embargo, pueden seguir o
preceder a la etiqueta C- o N-terminal de la presente invencién secuencias no derivadas de la secuencia original del
polipéptido de interés, tales como etiquetas adicionales o secuencias engarceas.

Los términos "purificacion" o "purificar", cuando se usen en la presente solicitud, se referiran a cualquier tipo de
separacion fisica de una entidad quimica o bioquimica de interés de un material, tal como un material bioquimico. Un
ejemplo es la purificacion de un polipéptido a partir de una masa bioquimica como un tejido o caldo. Las entidades
purificadas también pueden denominarse aislados. La purificacion de proteinas o polipéptidos puede comprender un
paso o una serie de pasos destinados a aislar o enriquecer en una o algunas proteinas una muestra. La purificacion
es vital para la caracterizacion de la funcién, estructura e interacciones de la proteina de interés. La purificacion puede
comprender separar proteinas de partes no proteicas de una muestra o separar una proteina deseada de otras
proteinas. El resultado de la purificacion puede ser una proteina aislada o una muestra enriquecida en el polipéptido.
En la presente solicitud, el término "purificacion" abarca todos los tipos de separacion y abarca tanto el aislamiento
como el enriquecimiento.

El término "muestra" se refiere a una muestra o una cantidad que se utiliza para cualquier tipo de método de
determinacion o purificacion. La muestra comprende una etiqueta y/o proteina de interés y puede ser un liquido o un
solido. En el contexto de la presente invencion, una muestra puede ser a menudo una mezcla compleja que comprende
la proteina de interés, tal como una célula, un tejido o lisado celular. Una muestra también puede ser un sobrenadante
obtenido por centrifugacion de un liquido que comprende una célula, donde la célula es capaz de secretar la proteina
de interés en el liquido. Una muestra también puede ser una muestra de cualquier tipo de fluido corporal tal como
sangre, orina, liquido, sudor, lagrimas, etc.

La expresion "compafero de unidn secundario" se refiere a compuestos que pueden unirse especifica o
inespecificamente a un polipéptido etiquetado, un ligando de afinidad especifico de epitopo tal como un anticuerpo o
un complejo formado por ambos como un compafiero de unién primario, directamente o a través de una unidad provista
en el polipéptido o el ligando de afinidad tal como un anticuerpo. Un ejemplo para un par de uniéon es una parte
constante de un anticuerpo especifico de epitopo y un anticuerpo especifico de Fc. Otro ejemplo para un par de union
es un resto de biotina presente en el polipéptido marcado o el anticuerpo especifico del epitopo y una estreptavidina.
Otro ejemplo como compafiero de union secundario es un anticuerpo contra el complejo. El compafiero de unién
secundario puede usarse para aislar el complejo y/o para detectar el complejo. Para este propdsito, el compafiero de
union secundario puede llevar grupos inmovilizables, grupos detectables, etc.

Descripcion de la presente invencion
La presente invencion se refiere a una secuencia peptidica de epitopo, que se define en las reivindicaciones.

Sorprendentemente, se ha observado que una secuencia peptidica que comprende al menos los ocho aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3 (RKAAVSHW) o variantes de los mismos son utiles como etiqueta de epitopo. Esta secuencia de
aminoacidos es suficiente para una unién especifica ya que la afinidad de su anticuerpo al epitopo es lo
suficientemente alta como para garantizar una interaccion especifica y confiable con la etiqueta. Asimismo, Se ha
observado que un sistema para captura y/o deteccion basado en el péptido epitopo de la presente invencion tiene
propiedades muy deseables. Por ejemplo, se ha demostrado que las proteinas marcadas con epitopo se unen a un
anticuerpo especifico de epitopo con una Kp de ~ 1,4 nM, que se traduce en una afinidad de -10 a 100 veces mayor
en comparacion con los sistemas disponibles en la técnica anterior, tales como FLAG, HA, c-myc o los sistemas EPEA
derivados de nanoanticuerpos. El péptido epitopo de la presente invencién es muy versatil; se puede usar como
etiqgueta C-terminal o N-terminal y muestra una fuerte unién al anticuerpo correspondiente en condiciones suaves o
rigurosas. Se pueden usar una o mas etiquetas, que pueden ser iguales o diferentes siempre que al menos una de las
etiquetas sea una etiqueta de epitopo de la presente invencion, y que pueden estar localizadas en diferentes extremos
del polipéptido o que pueden estar dispuestas en forma de tandem o en cualquier otro orden. En particular, el sistema
para la deteccion y/o captura de la presente invencion muestra una afinidad y una eficacia de union inusualmente
fuertes debido a sus caracteristicas de unién especificas.

Ademas, sorprendentemente, se ha descubierto que solo cuatro aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 (R en la posicion 1,
A en la posicion 4, S en la posicidon 6 y W en la posicion 8 con referencia a los restos de aminoacidos en la SEQ ID
NO: 3) son esenciales para la unién especifica de un anticuerpo especifico de etiqueta y que las demas posiciones
pueden sustituirse, por ejemplo, por otro aminoacido que, con respecto al tamafio, polaridad y/o carga, sea similar al
aminoacido "original", y preferentemente esté sustituido de forma conservativa, sin afectar significativamente de forma
negativa a la especificidad y afinidad de unidon. Se ha observado que una etiqueta de epitopo que comprende
sustituciones, preferentemente conservativas, en hasta un 50% de los aminoacidos comprendidos en el polipéptido
como se define en la SEC ID NO: 4 sigue asegurando una interaccion eficaz y fiable del anticuerpo especifico de
etiqueta con las proteinas etiquetadas. También se ha observado que péptidos que tienen aminoacidos adicionales
en uno o ambos extremos proporcionan una interaccion eficaz y fiable con un anticuerpo especifico de etiqueta. Como
ejemplo, se us6 una etiqueta modificada o un péptido epitopo que tenia la secuencia de aminoacidos
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PVRSAALSQWSS (SEQ ID NO: 5) para purificar eficazmente la proteina GFP etiquetada (véase la Fig. 11). Otros
ejemplos de una etiqueta modificada o un péptido epitopo tienen una secuencia de aminoacidos como se define en la
SEQ ID NO: 33 (PDRVRAVSHWSS), o una secuencia de aminoacidos como se define en la SEQ ID NO: 34
(ADRVRAVSHWSS).

Se ha observado que la etiqueta de epitopo de la presente invencién puede comprender aminoacidos adicionales que
flanquean la secuencia central de la etiqueta. Aunque podrian usarse secuencias de etiqueta con una longitud de mas
de 25 aminoacidos, es beneficioso proporcionar una etiqueta pequefia para minimizar la interferencia de la etiqueta
con la localizacion subcelular, el plegamiento o la funcién de los polipéptidos o proteinas fusionadas con la etiqueta;
por lo tanto, el péptido epitopo de la presente invencidon que comprende la etiqueta no debe comprender mas de 25
aminoacidos.

En una realizacion preferida, el péptido epitopo de la presente invencion tiene, preferentemente consiste en, de 12 a
25 aminoacidos, en donde la secuencia de aminoacidos comprende una secuencia como se define en la SEQ ID NO:
32 (X1X2RXsXsAX78 XoWX11X12),

en donde X1 puede ser P o A;

en donde X; puede ser D o una sustitucién conservativa de D;

en donde X4 puede ser K o una sustitucion;

en donde Xs puede ser A 0 R, o una sustituciéon conservativa de A o R;

en donde X7 puede ser V o una sustitucion conservativa de V;

en donde Xy puede ser H o una sustitucion conservativa de H; y

en donde Xi1y X2 pueden ser Q o una sustitucién conservativa de Q;

en donde el péptido epitopo aislado no comprende una secuencia de aminoacidos como la definida por la SEQ ID NO:
3 (RKAAVSHW).

En una realizacién preferida, X4 puede ser una sustitucién conservativa de K o serina.

Una "sustitucion conservativa" se refiere a la sustituciéon de un aminoacido por otro, en donde el reemplazo produce
como resultado una alteracion silenciosa. Esto significa que uno o mas restos de aminoacidos dentro de la secuencia
peptidica del epitopo de la presente invencidon pueden estar sustituidos por otro aminoacido de una polaridad similar
que actia como un equivalente funcional. Los sustitutos de un aminoacido dentro de la secuencia pueden
seleccionarse de entre otros miembros de la clase a la que pertenece el aminoacido (es decir, una sustitucion
conservativa). Por ejemplo, un aminoacido polar puede sustituirse por otro aminoacido polar, un aminoacido cargado
positiva o negativamente, respectivamente, puede sustituirse por otro aminoacido cargado positiva o negativamente,
respectivamente, etcétera. Son clases de aminoacidos, por ejemplo, los aminoacidos no polares (hidréfobos) que
incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina; aminoacidos neutros polares
que incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina; aminoacidos cargados positivamente
(basicos) que incluyen arginina, lisina e histidina; aminoacidos cargados negativamente (acidos) que incluyen acido
aspartico y acido glutamico.

El péptido epitopo de la presente invencion se proporciona en forma aislada, lo que significa que no esta comprendido
dentro del cuerpo de un animal o un ser humano. El péptido epitopo puede proporcionarse como péptido aislado o
puede usarse en una forma conjugada, enlazada, unida o conectada, como en una proteina de fusién en la que al
menos un epitopo esta fusionado con un polipéptido, en particular una proteina o polipéptido de interés, o en una
construccion que comprende al menos un epitopo de la presente invencion y un polipéptido, opcionalmente enlazado
0 conectado por un engarce, espaciador u otro miembro de conexion. El engarce, espaciador u otro miembro de
conexion puede ser cualquier secuencia conocida en la técnica. Puede ser, por ejemplo, una secuencia que
proporciona un sitio de escision o simplemente puede ser un espaciador, es decir, un miembro que ajusta la distancia
entre el epitopo y el polipéptido, o un miembro de conexién que contribuye a una funcién deseable.

Sorprendentemente se ha observado que este péptido epitopo se puede usar de manera eficaz y fiable como una
etiqueta de epitopo, que puede interactuar de manera especifica y eficaz con un anticuerpo especifico de etiqueta.

El "etiquetado de epitopos" es una técnica en la que un epitopo conocido se fusiona con un polipéptido, tal como una
proteina recombinante, por ejemplo mediante ingenieria genética. Se puede usar una etiqueta de epitopo en
combinacién con un anticuerpo especifico para esta etiqueta de epitopo para detectar polipéptidos tales como
proteinas de interés. Para ser util como etiqueta de epitopo, un péptido debe proporcionar una region para la unién
selectiva de un anticuerpo especifico, la region de la etiqueta debe estar disponible para la unién aunque la etiqueta
esté unida o fusionada con un polipéptido, y debe evitarse en la medida de lo posible la unién inespecifica. La unién
entre la etiqueta de epitopo y el anticuerpo correspondiente debe ser fuerte, fiable y selectiva. Al elegir una
combinacién adecuada de una etiqueta de epitopo y un anticuerpo correspondiente, la técnica permite detectar
proteinas para las que no hay anticuerpos disponibles. Esto es especialmente Util para la caracterizacion de proteinas
recientemente descubiertas y proteinas de baja inmunogenicidad. La presente invencion proporciona un sistema que
comprende un par de un epitopo y un anticuerpo, que se puede usar para varias aplicaciones experimentales, tales
como analisis de transferencia de Western, inmunoprecipitacion, inmuno(histo)quimica, estudios de
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inmunofluorescencia, estudios de interaccion proteina-proteina, ELISA y purificacion por afinidad.

A pesar de derivar de una proteina enddgena, la B-catenina, se ha observado que, sorprendentemente, las proteinas
fusionadas con la etiqueta de la presente invencion se detectan de manera especifica y fiable con un anticuerpo
especifico de etiqueta sin influencia significativa de ninguna interaccién del anticuerpo con la proteina endégena. Sin
apegarse a esta teoria, se contempla que esto se debe a que la 3-catenina endégena es parte de un complejo proteico
que forma las llamadas uniones adherentes y, por lo tanto, no esta disponible para una interaccion eficaz con el
anticuerpo especifico de la etiqueta. Asimismo, se ha observado que el anticuerpo especifico de etiqueta BC2-Nb tiene
una mayor afinidad por la etiqueta de epitopo (1,4 nM) en comparacion con la afinidad del BC2-Nb por la 3-catenina
enddgena (3,7 nM), lo que sugiere que la union del anticuerpo a los polipéptidos etiquetados esta favorecida con
respecto a la union del anticuerpo a la 3-catenina enddgena.

Se pueden detectar polipéptidos, tales como polipéptidos o proteinas de interés, que se han fusionado o estan unidos
o estan conectados con la etiqueta de epitopo de la presente invencion, de forma especifica y fiable usando un
anticuerpo especifico de etiqueta, por ejemplo, como se describe a continuacién en detalle. Los polipéptidos
etiqguetados también pueden purificarse de manera especifica, eficaz y fiable mediante un ensayo de captura basado
en inmunoafinidad.

Un aspecto adicional de la presente invencion es una construccion que consiste en un polipéptido y al menos un
péptido epitopo como se ha definido anteriormente en el extremo N o C del polipéptido. El término "construccion que
consiste en un polipéptido y al menos un péptido epitopo" se refiere a un polipéptido de origen no natural, que también
se puede denominar "proteina de fusion”. El polipéptido comprendido en la construccién puede comprender al menos
una proteina de interés y opcionalmente una secuencia de enlace; también puede comprender secuencias funcionales
adicionales y/o etiquetas adicionales. La construccion puede tener una o mas etiquetas de epitopo de la presente
invencion. Si la construccion incluye mas de una etiqueta, estas se pueden disponer en tandem, puede ser
consecutivas, pueden estar separadas o pueden estar en extremos opuestos. La construccion ademas puede
comprender otras etiquetas, que pueden estar en cualquier posicion util.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un acido nucleico que codifica el péptido epitopo de la presente
invencion. El acido nucleico puede ser ARN, ADN, APN o LNA (siglas en inglés de acido nucleico bloqueado).

Las construcciones de acido nucleico de la presente invencion comprenden una secuencia de acido nucleico que
codifica al menos un péptido epitopo de la presente invencion. Estas construcciones de acido nucleico pueden ser de
origen procariota o eucariota, tal como de origen bacteriano, de mamifero, de levadura, fungico, de nematodo, de
peces, de aves, viral o de insecto. Opcionalmente, la construccién de acido nucleico de la presente invencién también
comprende la secuencia de acido nucleico del polipéptido a etiquetar, tal como la proteina de interés. La secuencia de
acido nucleico que codifica el péptido epitopo de la presente invencion puede estar cadena abajo y/o cadena arriba
de la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido a etiquetar dando como resultado un polipéptido
etiqguetado en el extremo C y/o N. Sorprendentemente, se ha observado que el péptido epitopo de la presente
invencion se puede usar tanto en el extremo C como en el extremo N. Esto permite un uso muy versatil del péptido
epitopo o del acido nucleico que lo codifica, respectivamente. La construccion de la presente invencion puede
comprender un acido nucleico que codifica un péptido epitopo o mas copias del péptido epitopo, tal como dos o tres
copias. En caso de mas de una copia, esta puede estar adyacente a la etiqueta terminal o las etiquetas pueden estar
en los extremos N y C, respectivamente.

La construccion de la presente invencion también puede ser una construccion de expresion de acido nucleico, y
comprende al menos un acido nucleico que codifica una etiqueta de epitopo y al menos un acido nucleico que codifica
un polipéptido a etiquetar, en donde ambos se pueden colocar directamente adyacentes entre si, o pueden estar
separados por una secuencia engarcea de una longitud apropiada, tal como aproximadamente 3-150 nucleobases.
También se pueden incluir otras secuencias funcionales. Por ejemplo, el engarce puede comprender un sitio de
reconocimiento para una endonucleasa o una secuencia de acido nucleico que codifica un sitio de reconocimiento
para una proteasa. Son ejemplos de proteasas la proteasa TEV, trombina, proteasa del factor Xa o una proteasa
PreScission.

La construccion de acido nucleico o la construccion de expresion de acido nucleico de la presente invencion puede
comprender ademas secuencias de acido nucleico, que codifican otras etiquetas, tales como una etiqueta HIS.

La construccion de acido nucleico o la construccion de expresion de acido nucleico de la presente invencion puede
comprender una secuencia de acido nucleico, que codifica mas de una etiqueta, por ejemplo una etiqueta en tandem.
Una etiqueta en tdndem es la combinacion de dos etiquetas en secuencia. Una etiqueta en tandem puede comprender
al menos dos copias de la etiqueta de epitopo de la presente invencién, o al menos una etiqueta de epitopo de la
presente invencion y al menos oftra etiqueta. La construccion también puede comprender varias etiquetas iguales o
diferentes si es apropiado.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a una célula hospedadora que comprende el acido nucleico
9
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o las construcciones de expresion de acido nucleico de la presente invencion. La "célula hospedadora” es una célula
que comprende las secuencias de acido nucleico que codifican la etiqueta de epitopo de la presente invencion. La
célula hospedadora puede ser un transfectante estable o puede transfectarse de forma transitoria con la construccion
de acido nucleico que comprende las secuencias de acido nucleico que codifican la etiqueta de epitopo.

La célula hospedadora puede ser una célula procariota o eucariota. Por ejemplo, la célula hospedadora puede ser una
célula bacteriana, de levadura, de insecto, de mamifero, vegetal, fungica, de nematodo, de peces o aviar. La célula
puede ser una célula primaria o una linea celular. La célula hospedadora puede ser una célula individual o puede ser
una célula que forma parte de un tejido.

Un aspecto adicional de la invencién se refiere a un método para introducir el acido nucleico o la construcciéon de
expresion de acido nucleico de la invencién en una célula hospedadora. La introduccion tiene como resultado que el
acido nucleico que codifica al menos una etiqueta de epitopo de la presente invencion se conecte a un acido nucleico
que codifica al menos un polipéptido de interés en la célula hospedadora. Por lo tanto, la célula hospedadora
comprende el acido nucleico que codifica al menos una etiqueta de epitopo de la invencion vy, tras la expresion,
comprendera la etiqueta de epitopo de la presente invencion.

El método para introducir el acido nucleico en el hospedador puede ser cualquier método conocido en la técnica para
este propdsito, en particular, el método puede seleccionarse del grupo que comprende la edicion del genoma con
CRISPR/Cas, métodos de edicion del genoma utilizando nucleasas de dedos de zinc (ZFN), nucleasas efectoras de
actividad similar a activadores de la transcripcion (TALEN) o meganucleasas, métodos basados en reactivos que
utilizan reactivos tales como lipidos catidnicos, fosfato de calcio o DEAE-dextrano, transduccion, transfeccion y
métodos basados en instrumentos tales como la electroporacion, microinyeccion y laserfeccion.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere al uso del péptido epitopo de la presente invencién como una
etiqueta de epitopo N-terminal o C-terminal. Las células hospedadoras que comprenden el acido nucleico que codifica
la etiqueta de epitopo de la presente invencion, expresaran un polipéptido, tal como un polipéptido/proteina de interés,
que esta enlazado o fusionado con la etiqueta de epitopo. Dependiendo de la secuencia de la construccién de
expresion de acido nucleico y/o del método de introduccion del acido nucleico que codifica la etiqueta de epitopo, la
introduccion en el hospedador dara como resultado un polipéptido etiquetado en el extremo N o C. Se prefieren las
etiquetas C-terminales o N-terminales a las etiquetas internas, ya que las etiquetas terminales seran mas facilmente
accesibles para la interaccion con un anticuerpo especifico de etiqueta. Sin embargo, el péptido epitopo de la presente
invencion también se puede usar como una etiqueta interna, siempre que la proteina etiquetada de interés presente
una conformacion en la que la etiqueta interna esté accesible para la interaccién con un compariero de unién. Por
ejemplo, la proteina de interés puede presentar estructuras de bucle, en donde la etiqueta interna forma parte de la
secuencia que forma la estructura de bucle. En este caso, la etiqueta interna estara accesible para la interacciéon con
los companieros de unién.

De acuerdo con la presente solicitud, la expresion "ligando de afinidad" se refiere a moléculas que son capaces de
unirse con una afinidad muy alta a un resto especifico para el mismo o a un anticuerpo generado contra el mismo. Los
ejemplos incluyen biotina (ligando)-estreptavidina (resto), digoxigenina (ligando)-anticuerpo anti-DIG y otros
anticuerpos especificos de etiqueta. Un "anticuerpo” de acuerdo con la presente invencién comprende anticuerpos
monoclonales, anticuerpos policlonales, particularmente anticuerpos policlonales monoespecificos (es decir,
anticuerpos con diferentes regiones variables, que, sin embargo, reconocen la etiqueta especifica de epitopo de la
presente invencion), anticuerpos quiméricos, asi como un fragmento o variante de los tipos de anticuerpos
enumerados anteriormente. El término "anticuerpo" en el presente documento comprende ademas anticuerpos
manipulados genéticamente y, en una realizacion preferida, el término "anticuerpo” se refiere a los anticuerpos de
cadena pesada tal como se encuentran en la familia Camelidae, tal como en camellos o llamas. Los elementos de
union de estos anticuerpos consisten en un solo dominio de polipéptido, concretamente la regién variable del
polipéptido de cadena pesada (VHH). Estos anticuerpos carecen naturalmente de cadenas ligeras, formando el
dominio variable de la cadena pesada el sitio completo de unién al antigeno. Por el contrario, los anticuerpos
convencionales tienen elementos de uniéon que comprenden dos dominios de polipéptido (las regiones variables de la
cadena pesada (VH) y la cadena ligera (VL)). La falta de dependencia de la interaccién con un dominio variable de
cadena ligera para mantener la integridad estructural y funcional proporciona a estos dominios VHH una ventaja
sustancial sobre otros fragmentos de anticuerpos pequefios, en términos de facilidad de producciéon y comportamiento
en solucién. En particular, los fragmentos de VHH son los tipos preferidos de moléculas para la purificacion por
inmunoafinidad debido a su estabilidad inusual y su capacidad para replegarse eficazmente después de la
desnaturalizacion completa, que tiene lugar con frecuencia durante la elucidon del antigeno. Los anticuerpos VHH
también se denominan anticuerpos de dominio Unico o anticuerpos de cadena sencilla. Los fragmentos de anticuerpos
VHH también se denominan "nanoanticuerpos". Los fragmentos de anticuerpos son bien conocidos en la técnica, y
cualquier fragmento que tenga actividad de union al epitopo puede usarse como "anticuerpo” en los sistemas o para
la interaccion de la presente invencion.

El término "anticuerpo”, en el significado de la presente invencion, tipicamente se refiere a anticuerpos de longitud
completa y a fragmentos de anticuerpos de los anticuerpos mencionados anteriormente, asi como a las variantes que
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se definen a continuacion. Los anticuerpos que no contienen todos los dominios o regiones de un anticuerpo de
longitud completa, son fragmentos de anticuerpos dentro del significado de la presente invencion. Por tanto, el término
"anticuerpo" abarcara cualquier tipo de anticuerpo, fragmentos y variantes de los mismos, y mezclas de anticuerpos,
fragmentos y/o variantes.

Se puede usar cualquier anticuerpo que tenga afinidad por y sea especifico para el péptido epitopo de la presente
invencion y proporcione una elevada avidez o afinidad. Puede ser un anticuerpo convencional o un anticuerpo de
cadena pesada, o un fragmento de un anticuerpo convencional o de un anticuerpo de camélido, también puede ser
una mezcla de anticuerpos, fragmentos y/o variantes. Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos preferidos derivan
de anticuerpos de cadena pesada, tales como anticuerpos de camélidos y fragmentos de anticuerpos de camélidos,
que se denominan nanoanticuerpos o Nb.

Todos los anticuerpos mencionados anteriormente pueden estar presentes en forma unida o soluble y pueden
comprender un resto detectable, o "marcador" (por ejemplo, marcadores de fluorescencia, isétopos radiactivos,
marcador de oro coloidal, enzimas acopladas, etc.), y/o pueden portar un péptido, grupo o engarce para inmovilizacion
en una fase sélida. El término "unido" se refiere tanto a anticuerpos unidos a la membrana como a anticuerpos
inmovilizados en un soporte soélido o material de vehiculo. El término "soluble" en el contexto de los anticuerpos se
refiere a anticuerpos que no estan unidos a una membrana o soporte sélido, como es bien sabido por un experto.

Una realizacion adicional de la presente invencion es una construccion que consiste en un polipéptido y al menos un
péptido epitopo en su extremo N o C como se ha definido anteriormente y en las reivindicaciones. El polipéptido puede
ser cualquier polipéptido como se ha indicado anteriormente y puede comprender, por ejemplo, al menos una proteina
de interés y opcionalmente secuencias funcionales adicionales, por ejemplo mas etiquetas. La construccion puede
incluir una o mas etiquetas de epitopo, como se ha explicado anteriormente.

Esta construccion o polipéptido etiquetado puede capturarse y/o detectarse midiendo la interaccion de un ligando de
afinidad especifico de etiqueta, tal como un anticuerpo especifico de etiqueta, que puede comprender un resto
detectable y/o puede estar unido o unirse a un soporte sélido, con el polipéptido etiquetado. La construccion o
polipéptido etiquetado de interés puede capturarse con un ligando de afinidad especifico de etiqueta, tal como un
anticuerpo especifico de etiqueta para purificacion o enriquecimiento, y el polipéptido etiquetado opcionalmente puede
detectarse y/o cuantificarse posteriormente por medios conocidos, tal como un ligando de deteccién secundario, que
comprende preferentemente un resto detectable, tal como una etiqueta fluorescente, e interactiia con el polipéptido
de interés o, preferentemente, con un ligando de afinidad especifico de etiqueta, tal como un anticuerpo especifico de
etiqueta.

Para la deteccion, el polipéptido etiquetado y/o el ligando de afinidad especifico de la etiqueta, tal como el anticuerpo
especifico puede comprender un resto detectable o un resto que permite introducir un resto detectable o un resto que
produce algun tipo de sefal. Los restos detectables y los métodos para detectar y/o cuantificar un resto/sefial son bien
conocidos en la técnica. También es posible enriquecer el polipéptido de interés y posteriormente analizar los
compafieros de union, la cantidad y otras propiedades de interés del polipéptido etiquetado.

Por lo tanto, la presente invencion, en una realizacion preferida, esta dirigida a un método para la deteccion y/o captura,
por ejemplo, un método para purificar un polipéptido mediante captura y/o un método para detectar un polipéptido
mediante captura y/o medicién de una sefial detectable, o mediante enriquecimiento en un polipéptido y analisis del
polipéptido en la composicién obtenida.

El método de deteccién de la presente invencion es adecuado para determinar la presencia, localizaciéon subcelular
y/o cantidad de un polipéptido que comprende el péptido epitopo o la etiqueta de epitopo de la presente invencion, y
es preferentemente un método in vitro.

El polipéptido o proteina etiquetada a detectar, localizada y/o cuantificada se puede detectar en su localizacion
intracelular en una célula hospedadora, por ejemplo en el nicleo celular, en membranas celulares o en otro
compartimento celular. El polipéptido o la proteina etiquetada a detectar y/o cuantificar también se puede detectar en
una solucion que comprende el polipéptido o la proteina etiquetada, por ejemplo, un lisado celular obtenido de una
célula hospedadora o un tejido que comprende la célula hospedadora.

En un primer paso de un método de deteccion, un ligando de afinidad, tal como un anticuerpo que se une
especificamente al péptido epitopo de la presente invencién se administra a una muestra que comprende el polipéptido
o proteina etiquetada. La muestra puede ser una célula hospedadora, un tejido, una solucidon que comprende el lisado
celular de una célula hospedadora o cualquier otra muestra que comprende el polipéptido etiquetado, tal como un
sobrenadante, tal como se obtiene después de la centrifugacion de un liquido que comprende la célula hospedadora,
en donde la célula hospedadora es capaz de secretar el polipéptido de interés en el liquido u otra muestra como un
fluido corporal.

Este paso de administracion se lleva a cabo en condiciones que permiten la interaccion especifica del ligando de
11
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afinidad, tal como un anticuerpo y su etiqueta de epitopo. Dichas condiciones son bien conocidas por el experto en la
materia. Los pasos de lavado tipicamente siguen a la administracion de un anticuerpo a su antigeno, y la persona
experta sabe cémo y cuando aplicar dichos pasos de lavado.

En una realizacién, el polipéptido o proteina etiquetada se detecta, se cuantifica y/o se localiza detectando la
interaccion del ligando de afinidad, tal como un anticuerpo y su etiqueta de epitopo. La deteccion se puede hacer como
se conoce en la técnica. En una realizacion, al menos uno de los dos comparieros de interaccion, generalmente el
ligando de afinidad especifico de la etiqueta de epitopo, tal como un anticuerpo, comprende un resto detectable.

Tras la administracion a la muestra, tal como una célula hospedadora o solucién que comprende lisado celular o
sobrenadante celular, el ligando de afinidad, tal como un anticuerpo, interaccionara especificamente con la proteina
etiqguetada. Esta interaccion se puede detectar, supervisar y cuantificar midiendo u observando la sefial informadora
obtenida del resto detectable. Por ejemplo, si el resto detectable es un marcador fluorescente, se puede medir y
observar la fluorescencia tras la excitacion.

En otra realizaciéon, el método de deteccion se lleva a cabo utilizando:

un ligando de afinidad especifico de epitopo, tal como un anticuerpo, que en esta realizacion no necesita
comprender un resto detectable;

al menos un compariero de union secundario, que puede unirse al ligando de afinidad especifico de epitopo, tal
como un anticuerpo, la proteina etiquetada, o al complejo construido por ambos. El compafiero de unién secundario
puede comprender un resto detectable y/o puede ser inmovilizable.

En un primer paso, un ligando de afinidad especifico de epitopo, tal como un anticuerpo se administra a una muestra,
tal como una célula hospedadora o una solucién que comprende un lisado de la célula hospedadora como se ha
desvelado anteriormente. En un segundo paso, se puede administrar un compariero de unién secundario a la muestra,
tal como la célula hospedadora o una soluciéon que comprende un lisado de la célula hospedadora que comprende el
polipéptido etiquetado o la proteina unida al ligando de afinidad especifico de epitopo, tal como un anticuerpo.

La presencia, la cantidad y/o la localizacion del polipéptido o proteina etiquetada puede detectarse o determinarse
midiendo u observando una sefial informadora obtenida de un resto detectable comprendido en el compafiero de unién
secundario.

La ventaja de un método de deteccidn de dos pasos que utiliza dos tipos de compafieros de union es que la interaccion
especifica de la etiqueta se separa del paso de deteccion real. Esto permite que el ligando de afinidad especifica de
etiqueta, tal como un anticuerpo, permanezca sin cambios, ya que no necesita comprender un resto detectable. Esto
podria mejorar su especificidad o afinidad en comparacion con un ligando de afinidad especifico de etiqueta, tal como
un anticuerpo, que comprende un resto detectable, ya que el resto detectable podria influir en la interaccion de la
etiqueta y su ligando de afinidad, tal como su anticuerpo. Por tanto, también podrian mejorarse la fiabilidad y la eficacia
del método de deteccion. Asimismo, usando el ligando de afinidad especifico de etiqueta, tal como el anticuerpo,
simplemente como un ligando de afinidad de captura, tal como un anticuerpo de captura y no como un ligando de
captura y deteccion, tal como un anticuerpo de captura y deteccion, es posible la separacion de los pasos de captura
y deteccion si solo se va a determinar la presencia y la cantidad de la proteina o polipéptido etiquetado. Por lo tanto,
el primer paso que usa el ligando de afinidad especifico de etiqueta, tal como el anticuerpo especifico de etiqueta,
podria ir seguido de un paso de aislamiento o enriquecimiento, que produce la proteina o polipéptido etiquetado de
interés capturado. Los pasos de aislamiento o purificacion se analizaran mas adelante en esta solicitud. Entonces, el
paso de deteccion podria llevarse a cabo en la proteina etiquetada aislada y/o enriquecida, conduciendo a una mayor
fiabilidad de la cuantificacion obtenida y un manejo mas facil del paso de deteccion.

Los métodos de detecciodn biofisicos o biomoleculares adecuados para detectar cualitativamente la interaccion etiqueta
de epitopo/anticuerpo comprenden cualquier método adecuado conocido en la técnica. Dichos métodos incluyen, sin
estar limitados a ellos, métodos aplicados para ensayos cualitativos o cuantitativos, por ejemplo, para el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), ensayo ELISPOT, transferencia de Western o inmunoensayos. Dichos
métodos comprenden, por ejemplo, métodos épticos, radiactivos o cromatograficos, preferentemente cuando se usa
cualquiera de los marcadores, sefializadores o engarcees anteriores, mas preferentemente métodos de deteccion de
fluorescencia, métodos de deteccion de radiactividad,

tincion con azul de Coomassie, tincion con plata u otros métodos de tincion de proteinas, métodos de microscopia
electrénica, métodos para tefiir secciones de tejido por inmunohistoquimica o por inmunofluorescencia directa o
indirecta, etc. Dichos métodos pueden aplicarse con el anticuerpo o pueden implicar el uso de herramientas
adicionales, por ejemplo, el uso de un compafiero de unién secundario, que se une especificamente a una parte del
polipéptido etiquetado, el anticuerpo o el complejo.

Dependiendo del tamario del anticuerpo usado, también se puede determinar la localizacion subcelular del polipéptido
12
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o proteina etiquetada de interés. Por ejemplo, si el anticuerpo de deteccion es lo suficientemente pequefio, se pueden
visualizar y supervisar distintas estructuras subcelulares tales como la red filamentosa intermedia o una parte esencial
de la maquinaria de replicacion.

En este aspecto de la presente invencion, el anticuerpo de deteccion es preferentemente un nanoanticuerpo, porque
los nanoanticuerpos pueden interaccionar con proteinas en localizaciones subcelulares, tales como estructuras
profundamente incluidas en cromatina, debido a su tamafo reducido en comparacion con los anticuerpos
convencionales. Debido a la ausencia de la cadena ligera variable, los nanoanticuerpos solo poseen tres bucles
hipervariables (regiones determinantes de complementariedad, CDR) en comparacion con las seis CDR presentes en
los anticuerpos convencionales. Las tres CDR estan flanqueadas por 4 regiones marco (FR). Para compensar la
pérdida de CDR, Los Nb presentan caracteristicas distintivas con respecto a su estructura de CDR y modo de uniéon
al antigeno. Para proporcionar una superficie de interaccion con el antigeno suficientemente grande de 600 - 800 A
[1], la mayoria de los nanoanticuerpos presentan bucles de CDR3 sustancialmente alargados [2]. En algunos casos,
la mayor flexibilidad de tales bucles largos se contrarresta sujetandolos al nucleo de Nb con un enlace disulfuro
adicional [3].

Por lo tanto, un nanoanticuerpo tipico se puede representar esquematicamente como una secuencia de aminoacidos
que comprende las siguientes regiones:
FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4

Un anticuerpo particularmente preferido es el nanoanticuerpo BC2 (BC2-Nb) que muestra propiedades favorables
como una afinidad muy alta, fuerte unién y versatilidad. El BC2-Nb comprende la regién variable de un anticuerpo de
cadena pesada de Camelidae compuesto por la region marco 1, la CDRA1, la regién marco 2, la CDR2, la regiéon marco
3, la CDR3y la region marco 4, como se define por la siguiente secuencia de aminoacidos (122 aa):
QVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCTASGFTLDHYDIGWFRQAPGKEREGVSCINNSDDD
TYYADSVKGRFTIFMDNAKDTVYLQMNSLKPEDTAIYYCAEARGCKRGRYEYDFWGQGTQ VTVSS (SEQ ID NO: 6;
las letras en negrita designan las CDR)

Tabla 1: Regiones de la secuencia de aminoacidos que definen BC2-Nb:

Region | Secuencia Posicion
FR1 QVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCTAS (SEQ ID NO: 7) 1-25
CDR1 GFTLDHYD (SEQ ID NO: 8) 26-33
FR2 IGWFRQAPGKEREGVSC (SEQ ID NO: 9) 34-50
CDR2 INNSDDDTY (SEQ ID NO: 10) 51-59
FR3 YADSVKGRFTIFMDNAKDTVYLQMNSLKPEDTAIYYCAE (SEQ ID NO: 11) | 60-98
CDR3 ARGCKRGRYEYDFW (SEQ ID NO: 12) 99-112
FR4 GQGTQVTVSS (SEQ ID NO: 13) 113-122

Se ha observado que principalmente la CDR3 es responsable de la fuerte unién del péptido epitopo de la presente
invencion. Otra parte importante de la secuencia de aminoacidos de BC2-Nb es la cisteina (en la posicion 50 de la
SEQ ID NO: 6) presente en FR2. Esta cisteina forma un puente disulfuro con la cisteina de CDR3 vy, por lo tanto, es
responsable del plegamiento correcto de la CDR3. Por lo tanto, cualquier nanoanticuerpo que comprenda como CDR3
la secuencia de CDR3 de BC2, y que comprenda una cisteina en la regidon marco 2 que es capaz de formar un puente
disulfuro con la cisteina de la CDR3, es adecuado como compafiero de la interaccién etiqueta de
epitopo/nanoanticuerpo. En una realizacion preferida, hay aproximadamente 45 a 55, por ejemplo, aproximadamente
50 o 51 restos de aminoacidos entre la cisteina en FR2 y la cisteina en CDR3. En el caso del BC2-Nb, la cisteina de
FR2 esta en la posicion 50 y la cisteina en CDR3 esta en la posicion 102 (los indicadores de posicion se refieren a la
posicion en la SEQ ID NO: 6 como se ha mostrado anteriormente). Por lo tanto, hay 51 restos de aminoacidos
localizados entre la cisteina en la region marco 2 y la cisteina en la CDR3.

El nanoanticuerpo BC2-Nb o una variante funcional del mismo que comprende al menos CDR3 de BC2-Nb y una
cisteina en FR2 también es un compafiero de interaccion preferido con la etiqueta de epitopo de la presente invencion
en todos los métodos divulgados de purificacion y/o deteccion y los usos divulgados en esta solicitud, ya que se ha
demostrado que es un compafiero de uniéon muy fiable y eficaz de los polipéptidos etiquetados con epitopo de interés.
BC2-Nb y sus variantes funcionales también son un componente preferido de los kits desvelados en esta solicitud.
Una realizacién preferida de la presente invencion es también el uso del BC2-Nb o una variante funcional del mismo
para detectar, cuantificar, determinar la localizacién subcelular de, o purificar un polipéptido que comprende la etiqueta
de epitopo de la presente invencion.
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Una variante funcional de BC2-Nb es cualquier anticuerpo o fragmento que tenga una afinidad por la etiqueta de
epitopo de la presente invencion que sea al menos un 80%, mas preferentemente al menos un 90% o al menos un
95% o incluso un 99% o mayor que la de BC2-Nb. La afinidad de una variante y de BC2-Nb se puede medir como se
conoce en la técnica y los resultados se pueden comparar como es conocido por el experto en la materia y por ensayos
bien conocidos, por ejemplo por resonancia de plasmén superficial (SPR) o por otros ensayos de supervision de
interacciones proteina-proteina.

La presente invencion, en una realizacion preferida, esta dirigida a un método de purificacion, o un método de captura
y purificacion. El método de purificacion se puede utilizar en métodos analiticos, semi-preparativos y preparativos.

Por tanto, un aspecto adicional de la presente invencién se refiere a un método para purificar un polipéptido, tal como
una proteina de interés que comprende al menos una etiqueta de epitopo de la presente invencion.

En este aspecto, el método comprende un paso de captura de poner en contacto una muestra, por ejemplo una
solucion, que comprende un polipéptido etiquetado, con un ligando de afinidad, tal como un anticuerpo capaz de unirse
especificamente a la etiqueta de epitopo de la presente invencion. El ligando de afinidad que se une especificamente
al péptido epitopo de la presente invencion es preferentemente un anticuerpo y, mas preferentemente, el
nanoanticuerpo BC2-Nb o una variante del mismo como se ha definido anteriormente.

La muestra a poner en contacto con el anticuerpo especifico de etiqueta puede ser cualquier tipo de muestra que
comprenda un polipéptido etiquetado y puede procesarse para separar el polipéptido. Preferentemente, la muestra es
una solucion, por ejemplo, un lisado de una célula hospedadora o un fluido corporal, que comprende el polipéptido
etiquetado, o un sobrenadante, tal como un sobrenadante que puede obtenerse por centrifugacion de un liquido que
comprende una célula hospedadora que comprende la construccion o el polipéptido etiquetado, en donde la célula
hospedadora es capaz de secretar o de transportar de otro modo el polipéptido etiquetado al liquido.

Un anticuerpo, un fragmento o una variante usada en el método de la presente invencion para purificar un polipéptido,
por ejemplo una proteina de interés, se puede utilizar en solucién o inmovilizado. Para inmovilizar un ligando de
afinidad tal como un anticuerpo contra la etiqueta de epitopo de la presente invencién o un fragmento o variante del
mismo, el ligando de afinidad tal como el anticuerpo, fragmento o variante, o una mezcla de los mismos, puede unirse
a un portador de muestras, soporte solido o matriz. Este paso de inmovilizacion puede tener lugar antes o después de
la unién del ligando de afinidad tal como el anticuerpo a la etiqueta de epitopo. Los métodos para inmovilizar ligandos
de afinidad tales como anticuerpos y partes de los mismos son bien conocidos por el experto en la materia y se puede
usar cualquier método que permita la inmovilizacion sin perjudicar a las propiedades de unién.

Si el ligando de afinidad, tal como el anticuerpo capaz de unirse especificamente al péptido epitopo de la presente
invencion, no esta inmovilizado en un soporte sélido, entonces el método opcionalmente puede comprender un paso
adicional para aislar el complejo, por ejemplo, utilizando un compariero de unién para el complejo, tal como un
anticuerpo secundario que es especifico, por ejemplo, para el complejo o (en caso de que el anticuerpo especifico de
epitopo sea un anticuerpo IgG) para la parte constante del anticuerpo. El compafiero de unioén secundario puede estar
en solucién o puede estar inmovilizado o ser inmovilizable en un soporte sélido.

La expresion "soporte solido" o "matriz" en el contexto de la presente invencioén se referira a cualquier tipo de material
portador que pueda usarse para la inmovilizacion de ligandos de afinidad tales como anticuerpos o partes de los
mismos y puede referirse a un material en forma de particulas (por ejemplo, microesferas o granulos, generalmente
utilizados en columnas de extraccion) o en forma de lamina (por ejemplo, membranas o filtros, portaobjetos de vidrio
o plastico, placas de ensayo de microtitulacion, tiras reactivas, dispositivos de llenado capilar o similares) que pueden
ser fibras o tubos planos, plegados o huecos. Son matrices adecuadas y bien conocidas, sin ser exhaustivas; la silice
(silice amorfa porosa), soportes de agarosa o poliacrilamida o polimeros macroporosos. Los ejemplos incluyen
dextrano, colageno, poliestireno, polipropileno, cloruro de polivinilo, poliacrilamida, metacrilato, celulosas, alginato
calcico, vidrio de poro controlado, aluminio, titanio y ceramica porosa, polimeros y copolimeros sintéticos, latex, silice,
agarosa, metal, vidrio y carbono. Como alternativa, la superficie soélida puede comprender parte de un sensor
dependiente de masa, por ejemplo, un detector de resonancia de plasmoén superficial. Convenientemente, se
proporciona una matriz que comprende una pluralidad de ligandos de afinidad individuales tales como anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos, que son capaces de unirse especificamente a la etiqueta de epitopo de la presente
invencion, unidos o inmovilizados en una superficie solida. Esta matriz se puede usar para capturar polipéptidos
etiguetados comprendidos en una solucién en cuanto la solucidon se pone en contacto con el ligando de afinidad
inmovilizado, tal como anticuerpos o fragmentos de anticuerpos.

En otro paso que sigue al paso de captura, el soporte solido que comprende el ligando de afinidad especifico de
etiqueta inmovilizado unido al polipéptido etiquetado se lava opcionalmente para eliminar los constituyentes no unidos
y unidos de manera inespecifica. El complejo inmovilizado de ligando y polipéptido se puede usar de esta forma.

Opcionalmente, en un paso adicional, el polipéptido etiquetado puede eluirse para obtener el polipéptido aislado, tal
como la proteina de interés. La elucion de la proteina etiquetada unida al anticuerpo inmovilizado se puede lograr
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mediante métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la proteina etiquetada puede eluirse mediante elucion
competitiva con el péptido epitopo aislado de la presente invencién. Este péptido epitopo aislado estara entonces en
competencia con el polipéptido etiquetado para unirse al anticuerpo especifico de etiqueta inmovilizado. Si el
polipéptido aislado se afiade a una concentracién en exceso, el equilibrio de reaccion de la union se desplazara hacia
la unién del anticuerpo inmovilizado con la etiqueta de epitopo aislada. Esto da como resultado la liberacion del
polipéptido etiquetado. Se pueden afiadir opcionalmente pasos adicionales para purificar ain mas el polipéptido
liberado, tales como pasos del método bien conocidos por la persona experta.

El polipéptido etiquetado también puede permanecer inmovilizado en el soporte sélido, tal como microesferas, y
procesarse adicionalmente en aplicaciones posteriores tales como espectrometria de masas, sin el paso de elucion.

En ofra realizaciéon preferida, una proteina etiquetada, por ejemplo, un polipéptido etiquetado que comprende un
engarce con un sitio de escision, puede escindirse con un medio apropiado, por ejemplo una proteasa, para eliminar
la etiqueta, de este modo, el polipéptido se libera del anticuerpo inmovilizado, y el polipéptido se puede obtener en su
forma nativa. Para esta realizacion, la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido no solo debe comprender
una secuencia que codifique la etiqueta de epitopo, sino también una secuencia que codifique un engarce con un sitio
rompible, por ejemplo, un sitio de escision reconocido por una proteasa. El paso de liberacion por escision enzimatica
puede reemplazar o seguir al paso de elucion.

La presente invencion también comprende kits que comprenden los componentes necesarios para llevar a cabo los
métodos de la presente invencion.

En una realizacion, se proporciona un kit para la captura y/o deteccion de polipéptidos etiquetados.

El kit de la presente invencién adecuado para llevar a cabo un método de captura y/o deteccién de la presente
invencion comprende los siguientes componentes:

- un acido nucleico o una construccién de expresion de acido nucleico que codifica el péptido epitopo de la presente
invencion;

- un ligando de afinidad tal como un anticuerpo capaz de unirse especificamente al péptido epitopo de la presente
invencion;

- opcionalmente un resto detectable; y

- tampones y reactivos necesarios para los métodos de captura y/o deteccion de la presente invencion.

El acido nucleico o la construccién de expresion de acido nucleico que codifica el péptido epitopo de la presente
invencion se debe introducir en una célula hospedadora como se ha descrito anteriormente, y como es conocido por
la persona experta. A este respecto, el kit también puede comprender los tampones y reactivos necesarios para
introducir el acido nucleico o la construcciéon de expresion de acido nucleico que codifica el péptido epitopo de la
presente invencién en una célula hospedadora.

El ligando de afinidad capaz de unirse especificamente al péptido epitopo de la presente invencién es preferentemente
un anticuerpo, y aun mas preferentemente el nanoanticuerpo BC2-Nb o una variante del mismo como se ha definido
anteriormente.

El ligando de afinidad capaz de unirse especificamente al péptido epitopo de la presente invencion, tal como un
anticuerpo, puede comprender al menos un resto detectable. El kit también puede comprender al menos un compariero
de unién secundario, que puede unirse a una unidad provista en el complejo o uno de sus componentes, tal como
avidina o estreptavidina si el complejo o uno de sus componentes esta biotinilado, o anticuerpos secundarios y
terciarios para capturar el complejo construido a partir del polipéptido etiquetado y el ligando de afinidad, tal como un
anticuerpo, estos anticuerpos adicionales son, por ejemplo, especificos para otras partes del polipéptido o el ligando
de afinidad especifico de epitopo, tal como un anticuerpo, o para unidades proporcionadas en el polipéptido, el ligando
de afinidad tal como un anticuerpo o el complejo, tal como la parte constante del ligando de afinidad o anticuerpo
primario capaz de unirse especificamente al péptido epitopo de la presente invencion. Los anticuerpos adicionales
también pueden comprender un resto detectable.

Los ligandos de afinidad tales como los anticuerpos definidos en esta solicitud son particularmente Utiles para detectar,
capturar y/o purificar un polipéptido que comprende el péptido epitopo de la presente invenciéon. Por lo tanto, un
aspecto de la presente invencion es el uso de un ligando de afinidad especifico de epitopo tal como un anticuerpo
como se define en el presente documento, en particular un nanoanticuerpo para detectar, capturar y/o purificar un
polipéptido que comprende el péptido epitopo de la presente invencion.

El kit puede comprender ademas un soporte sélido que comprende el ligando de afinidad tal como un anticuerpo que
se une especificamente al péptido epitopo de la presente invencién inmovilizado o adherido al soporte sélido.

El resto detectable puede ser cualquier resto detectable como se ha definido anteriormente. Preferentemente, el resto
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detectable es un marcador fluorescente.
En una realizacion adicional, se proporciona un kit para la captura y purificacion de polipéptidos etiquetados.
El kit para la purificacion de polipéptidos etiquetados comprende los siguientes componentes.

- un acido nucleico o una construccién de expresion de acido nucleico que codifica el péptido epitopo de la presente
invencion;

- un ligando de afinidad, tal como un anticuerpo, capaz de unirse especificamente al péptido epitopo de la presente
invencion;

- opcionalmente un soporte solido; y

- tampones y reactivos necesarios para los métodos de captura y purificacion de la presente invencion.

El acido nucleico o la construccién de expresion de acido nucleico que codifica el péptido epitopo de la presente
invencion se debe introducir en una célula hospedadora como se ha descrito anteriormente, y como es conocido por
la persona experta. A este respecto, el kit también puede comprender los tampones y reactivos necesarios para
introducir el acido nucleico o la construcciéon de expresion de acido nucleico que codifica el péptido epitopo de la
presente invencién en una célula hospedadora.

El ligando de afinidad, tal como un anticuerpo capaz de unirse especificamente al péptido epitopo de la presente
invencion, es preferentemente el nanoanticuerpo BC2-Nb o una variante del mismo como se ha definido anteriormente.

El ligando de afinidad, tal como un anticuerpo capaz de unirse especificamente al péptido epitopo de la presente
invencién, puede estar en soluciéon o inmovilizado o adherido a un soporte soélido. El kit también puede comprender
otros comparfieros de unién como se ha indicado anteriormente. EI compafiero de unién adicional también puede
comprender un resto detectable.

El soporte sélido puede ser cualquier soporte sélido como se ha definido anteriormente, y el experto en la materia
puede elegir una forma adecuada de inmovilizacién o adhesién del ligando de afinidad, tal como un anticuerpo, al
soporte sélido.

El kit también puede comprender reactivos adecuados para liberar el polipéptido etiquetado capturado del ligando de
afinidad, tal como un anticuerpo capaz de unirse especificamente al péptido epitopo de la presente invenciéon. Por
tanto, el kit puede comprender, por ejemplo, el péptido epitopo aislado de la presente invencién. También puede
comprender una enzima, que es capaz de liberar el polipéptido etiquetado capturado del ligando de afinidad, tal como
un anticuerpo capaz de unirse especificamente al péptido epitopo de la presente invencién mediante la escision de la
etiqueta del polipéptido. Por ejemplo, la enzima puede ser una proteasa tal como la proteasa TEV, trombina, proteasa
del factor Xa o una proteasa PreScission.

Ejemplos
En los siguientes ejemplos se presentan realizaciones preferidas de la invencion.
Ejemplo 1: Vision general

Se generd un nanotrap de BC2 mediante el acoplamiento covalente de BC2-Nb monovalente a matrices sélidas. Esto
sirve como un reactivo de pulldown altamente eficaz similar al nanotrap GFP descrito anteriormente [4] que se usa
ampliamente para purificar complejos etiquetados con GFP de lisados celulares [5]. Las excelentes caracteristicas de
union del nanotrap de BC2 son favorables para el analisis protedmico aplicando, por ejemplo, condiciones de unién
altamente competitivas utilizando agentes caotrépicos (urea hasta 4 M o GdmCl 1,5 M) o detergentes
desnaturalizantes (SDS al 2%) en la reacciéon de unioén [6]. En contraste con el nanotrap GFP donde las proteinas
unidas se liberan solo en condiciones desnaturalizantes, las proteinas unidas al nanotrap de BC2 se pueden eluir en
una conformacion funcional simplemente por competicion peptidica usando bajas cantidades de péptido-BC2 (0,1 - 1
mM). La clonacién posicional reveld que la etiqueta BC2 localizada en el extremo N o C se reconoce igualmente bien
por el nanotrap de BC2. En el caso de GFP con etiqueta N-terminal se observé una banda adicional en la fraccion no
unida. Esto indica que la etiqueta BC2 podria eliminarse proteoliticamente tras la lisis celular, un fendmeno que ya se
ha descrito para otras etiquetas de epitopos en sistemas de expresién de mamiferos [7].

El sistema de captura y deteccion basado en BC2 descrito en este estudio es una alternativa atractiva a los sistemas
de etiqueta de epitopo disponibles actualmente. Los solicitantes de la presente invencién han demostrado que el BC2-
Nb se une a proteinas con etiqueta de epitopo BC2 con una Kp de ~ 1,4 nM y, por lo tanto, muestra una afinidad de -
10 a 100 veces mayor en comparacion con los sistemas FLAG, HA, c-myc o los sistemas EPEA derivados de
nanoanticuerpos [8-10].

Recientemente, se generaron nanoanticuerpos contra 3-catenina que reconocian diferentes epitopos dentro de la
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secuencia de aminoacidos de la B-catenina. Estos anticuerpos se utilizaron para supervisar la 3-catenina endogena
dentro de las células [11]. Uno de estos Nb, denominado BC2-Nb, reconoce un epitopo lineal corto correspondiente a
los aa 16-27 de la B-catenina.

En el presente documento, se proporciona un analisis estructural y bioquimico detallado del BC2-Nb y sus
interacciones con el epitopo peptidico, denominado en lo sucesivo etiqueta BC2 (BC2T). Los datos revelan un
mecanismo de unién inusual mediado por la CDR3 extendida y el marco de BC2-Nb, que se denomina "unién de
bloqueo de cabeza". Basandose en las propiedades de unién de alta afinidad de BC2-Nb, se desarroll6 y caracterizd
un nuevo sistema de purificacion y deteccion de la etiqueta BC2. Se demuestra que el BC2-Nb inmovilizado captura y
purifica eficazmente proteinas etiquetadas con BC2 de extractos de células bacterianas y de mamifero en un estado
plegado de forma nativa. Mediante analisis de colocalizacion, por primera vez se pudo demostrar la deteccion de
proteinas celulares etiquetadas con péptido usando un nanoanticuerpo marcado con fluorescencia. Este sistema
versatil de captura y deteccion ahora permite una combinacion Unica de analisis bioquimicos y microscopicos de una
gran diversidad de proteinas que comprenden esta pequefia etiqueta peptidica inerte.

Se generd un nanoanticuerpo que une un péptido lineal corto con una afinidad muy alta (Kp ~ 1,4 nM). El analisis de
la estructura del complejo BC2-Nb/péptido-BC2 reveld un modo de unién inusual en el que el péptido BC2 forma una
cadena p antiparalela adicional que se inserta en una estructura de lamina 8 formada por la CDR3 y las regiones
marco. Numerosos enlaces de hidrégeno de la cadena principal proporcionan afinidad, y un puente de sal entre la
Arg106 de la CDR3 y la Glu44 de FR2 estabiliza al péptido unido de forma similar a un bloqueo de tipo "bloqueo de
cabeza". Una comparacion con todos los complejos de nanoanticuerpos disponibles en el Protein Data Bank (PDB)
muestra que tal modo de unién no se ha observado previamente en ninguno de los 81 complejos cristalizados
conocidos. Las mediciones de afinidad de BC2-Nb con mutacién del motivo de bloqueo de cabeza muestran afinidades
de unién reducidas ~ 10 veces y tasas de desactivacion mas altas. Estos datos sugieren claramente que la funcién
principal del bloqueo de cabeza es la fijacion del péptido ya unido al nanoanticuerpo.

El andlisis de epitopos utilizando bibliotecas de péptidos de exploracion posicional reveld un pequefio conjunto de
cuatro restos determinantes de especificidad, siendo el mas critico W10. En contraposicién, los otros restos no
contribuyen a la especificidad de union, principalmente porque no estan involucrados en contactos. La dependencia
de muchas interacciones de la cadena principal para generar afinidad y solo cuatro cadenas laterales de aminoacidos
para la especificidad hace que el sistema BC2T/BC2-Nb sea especialmente versatil. La mayoria de los restos de BC2T
se pueden reemplazar sin sacrificar la eficacia de unién, y esto permite una adaptacion directa de la etiqueta para
aplicaciones individuales, incluyendo modificaciones de carga, adicion de restos de triptéfano para aumentar la
absorbancia a 280 nm o introduccién de un sitio de escision de proteasa o incluso un aminoacido inusual para fines
de marcaje.

Finalmente, un estudio demuestra que el BC2-Nb ofrece nuevas oportunidades para la obtencion de imagenes
celulares. Basicamente, los nanoanticuerpos pueden modificarse facilmente mediante marcaje dirigido a un sitio con
la gama completa de colorantes organicos disponibles y aplicarse para obtener imagenes directas de las estructuras
celulares sin la necesidad de un anticuerpo secundario para la deteccién. Recientemente, se demostré que los
nanoanticuerpos especificos de GFP y RFP marcados con colorantes organicos compatibles con microscopia de
localizacion fotoactivada (PALM) tales como AlexaFluor 647 (AF647) visualizan eficazmente proteinas de fusion
fluorescentes en microscopia de alta resolucién. Todavia existe una demanda continua de nanoanticuerpos que
reconozcan un epitopo mas pequefio para minimizar los impedimentos estéricos o los posibles errores de enlace
asociados con etiquetas grandes tales como GFP o RFP. En este estudio se demostré por primera vez que un
nanoanticuerpo especifico de péptido marcado con fluorescencia se puede utilizar para la visualizacion de distintas
estructuras subcelulares, tales como la red filamentosa intermedia o una parte esencial de la maquinaria de replicacion.
Basandose en estos hallazgos, los inventores propusieron que un sistema de deteccion mediado por BC2 proporciona
ventajas uUnicas en comparacion con los enfoques disponibles actualmente. En primer lugar, debido a su pequefio
tamafio (12 aa, 1,4 kDa), la etiqueta BC2 no interfiere con la localizacidon subcelular o el plegamiento de proteinas
expresadas ectopicamente. En segundo lugar, el uso de un nanoanticuerpo pequefio (2 x 4 nm) enlaza directamente
la sefial de deteccion con el antigeno correspondiente. En tercer lugar, el nanoanticuerpo BC2 se puede modificar
facilmente, por ejemplo, para el marcaje dirigido a un sitio con colorantes compatibles de alta resolucién apropiados.
En resumen, el marcaje mediado por nanoanticuerpos de construcciones etiquetadas con BC2 ahora combina una
etiqueta minima de epitopo con el alto el rendimiento de fotones de colorantes organicos y un error minimo de enlace.

Ejemplo 2: Base estructural de la union del epitopo

Como la mayoria de los Nb descritos tienen epitopos conformacionales, se investigd el mecanismo molecular
subyacente a la union de alta afinidad observada resolviendo estructuras cristalinas de alta resolucién de BC2-Nb solo
(a una resolucion de 1.8 A) y en complejo con BC2T (1.0 A). A partir de aqui, los aminoacidos de BC2T se mencionaran
en codigo de una letra y los aminoacidos de BC2-Nb en cédigo de tres letras para facilitar la presentacion y analisis
de los resultados. Las posiciones de aminoacidos se refieren a las posiciones de restos de aminoacidos en la etiqueta
de epitopo que consta de 12 aminoacidos, como se define en la SEQ ID NO: 4 (PDRKAA VSHWQQ).
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ElI BC2-Nb adopta el tipico pliegue de inmunoglobulina, que consiste en nueve cadenas 3 que forman dos laminas 3
conectadas por bucles y por un enlace disulfuro conservado entre Cys22 y Cys96 (Fig. 5 a). De forma similar a otras
estructuras de nanoanticuerpos, BC2-Nb presenta una CDR3 especialmente larga, que contiene 14 aminoacidos y se
estabiliza mediante un enlace disulfuro adicional formado entre la Cys102 (localizada en la CDR3) y la Cys50
(localizada en la regidon marco 2 (FR2)) (Fig. 5 a). El BC2T se une a BC2-Nb en una conformacién alargada,
insertandose en una ranura entre la CDR3 y la FR2 y FR3 de BC2-Nb. El péptido se integra en la estructura BC2-Nb,
formando una cadena en una lamina  (Fig. 1 a). Esto produce una gran cantidad de enlaces de hidrégeno en la
cadena principal que anclan el péptido a elementos de estructura secundaria vecinos. Notablemente, nila CDR1 ni la
CDR2 participan en la interaccion con BC2T (Fig. 1 a, tabla 2 a continuacion).

Tabla 2

BC2-Nb

Complejo BC2-Nb-BC2T*

Recogida de datos

Grupo espacial

P212:2; (19)

C2 (5)

Dimensiones de la celda

a, b, c(A) 31,77, 47,74, 67,97 106,01, 31,53, 35,88
a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 107,54, 90
Resolucion (A) 39,07-1,80 (1,85-1,80)  50,55-1,00 (1,03-1,00)
Rmedicion (%) 8,8 (94,6) 6,4 (99,7)
ol 13,06 (1,45) 18,42 (2,05)
CCir2 (%) 99,8 (52,0) 100 (52,4)
Completitud (%) 99,6 (99,6) 99,6 (98,1)
Redundancia 14,4 (3,6) 9,5 (8,0)
Wilson B (A2) 27,7 11,5
Refinado
Resolucion (A) 39,07-1,80 50,55-1,00
N.° de reflejos 70062 580345
Rirabajo / Ribre (%) 19,1/21,7 12,8/14,9
N.° de atomos
BC2-Nb 902 1037
BC2T - 115
Agua 36 134
MPD 8 -
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(continuacion)

Recogida de datos

Grupo espacial P212421 (19) C2 (5)
BC2-Nb Complejo BC2-Nb-BC2T*
factores-B (A?)
BC2-Nb 27,8 11,2
BC2T - 14,3
Agua 32,6 24,3
MPD 38,6 -
Desviaciones R.m.s.
Longitudes del 0,011 0,020
enlace (A)
Desviaciones
R.m.s.
Angulos cjel 1,107 1,452
enlace (°)

Las estructuras BC2-Nb no unidas y unidas son similares, y se pueden superponer con una pequefia desviacion del
valor cuadratico medio (RMSD) general de las posiciones atémicas 0,4 A (comparacion de estructura de Phenix). Los
bucles de la CDR3 en particular tienen orientaciones similares, con la excepcion de dos aminoacidos (Arg106 y Tyr107)
que se giran casi 180 grados (Fig. 5 b). En el BC2-Nb sin ligando, el carbono (3 de la Arg106 esta orientado hacia la
estructura central del Nb, mientras que la cadena lateral de la Arg106 interacciona con el grupo carbonilo de la cadena
principal de Glu108 y con el sistema de electrones 11 de Tyr109. El carbono 8 de Tyr107 apunta lejos del Nb y el anillo
aromatico esta involucrado en una interaccion catién-1r con Arg45. En el complejo, los restos Arg106 y Tyr107 estan
girados, ya que sus carbonos B y sus cadenas laterales se enfrentan en direcciones opuestas. La Arg106 ahora esta
involucrada en una interaccion mediada por carga con la cadena lateral de Glu44 situada en FR2 (Fig. 1 b). Esta
interaccion inusual, que los inventores denominan "bloqueo de cabeza", alcanza el péptido unido y lo bloquea
firmemente en su sitio. Varias interacciones directas y mediadas por agua sujetan el péptido en su sitio de union (Fig.
1 ¢). Sin embargo, solo un pequefio subconjunto de restos de BC2T esta involucrado en estos contactos: R3 forma un
puente de sal con Asp110, S8 participa en un enlace de hidrégeno con el grupo carbonilo de Lys103 y también forma
un complejo de una molécula de agua junto con Tyr109, y W10 esta enterrado en una bolsa hidréfoba donde forma
tanto una interaccion CH-1m con Cys50 como un enlace de hidrégeno con el grupo carbonilo de Cys102 (se muestra
una vision general completa de todas las interacciones Fig. 6).

Se investigd el impacto de mutaciones puntuales en las propiedades de unién del BC2-Nb. En primer lugar, el enlace
disulfuro adicional que conecta CDR3 y FR2 se eliminé reemplazando la Cys50 por una alanina y la Cys102 por una
serina (BC2-Nbcsoa_c1o2s). Los estudios de union realizados utilizando GFP modificada que contiene BC2T como
etiqueta peptidica C-terminal (GFPgc21) reveld que esta mutacion conduce a la pérdida completa de la union (datos no
mostrados). La explicacién mas probable para este resultado es que se requiere el puente disulfuro para mantener la
estructura de la CDRS3, que aporta la mayoria de los contactos con BC2T. A continuacion, se analizé la contribucion
del motivo de "bloqueo de cabeza" a la unién. La Arg106 se reemplazo por una serina (BC2-Nbg1gss) 0 un glutamato
(BC2-Nbr1se) y las mediciones de resonancia de plasmon superficial (SPR) se realizaron usando la construccion
GFPgc2t. Ambas proteinas mutantes producen valores de Kp de ~ 11 nM, que son aproximadamente 10 veces mas
bajos en comparacion con BC2-Nb (Kp: 1,4 nM) (Tabla 3 a continuacion, Fig. 7). Curiosamente, las proteinas wt (de
tipo silvestre) y mutantes mostraron tasas de activacion similares, mientras que se observaron tasas de desactivacion
significativamente mas altas en ambos mutantes (Tabla 3). En resumen, los modestos cambios en las afinidades son
coherentes con el andlisis estructural. Las trece interacciones de la cadena principal del péptido extendido contribuyen
claramente a la alta afinidad de la interaccion. El "bloqueo de cabeza" probablemente ayuda a asegurar el péptido
unido, como se indica por la menos tasa de disociacion de la proteina wt.

Tabla 3
Nbs Rmax [UR] | Ka [nM] kon [M-'s""] kofr [s™] X2
BC2-Nb 170+0,34 |1,4+0,06 4,6 +0,04x10° |6,4+0,27x10* |3,5
BC2-Nbr1ose 160+0,48 [12,0+0,15 |2,8+0,01x10% |3,4+0,04x103 |3,8
BC2-Nbr1oes 160+£0,43 |9,7+0,13 3,3+0,03x10° [3,2+0,03x10% |3,1
Ejemplo 3: Analisis detallado del epitopo utilizando bibliotecas de péptidos de exploracion posicional
sintéticos
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Aunque la union de alta afinidad y la cinética se pueden explicar por las caracteristicas estructurales observadas, la
especificidad de la formacion del complejo debe estar en otra parte. Como solo un subconjunto de restos de BC2T
estan involucrados en contactos mediados por cadenas laterales con el Nb, se examinaron las contribuciones de estos
aminoacidos individuales para la unién usando bibliotecas de péptidos de exploracion posicional. En total, se usaron
12 bibliotecas de BC2T diferentes que muestran los 20 aminoacidos proteinogénicos en una sola posicion del péptido
en experimentos de inmunoprecipitacion. Las bibliotecas de BC2T se sometieron a cromatografia liquida seguida de
analisis de espectrometria de masas antes y después de la inmunoprecipitacion con BC2-Nb inmovilizado, BC2-
Nbr1oss 0 BC2-Nbr1ose. Mediante la determinacion de los péptidos que quedan en la fraccion no unida después del
pulldown, la composicion de péptidos no unidos y, en consecuencia, se mapearon las posiciones de aminoacidos
invariables (Tabla 4, a continuacion). Los péptidos precipitados especificamente se identificaron mediante un analisis
comparativo de los péptidos en el sobrenadante de BC2-Nb o mutantes de los mismos y el sobrenadante de un Nb de
control no relacionado con BC2T (Nb especifico de GFP). La comparacion directa con el GFP-Nb hizo posible
determinar el grado cuantitativo de captura de péptidos sin la necesidad de patrones marcados. Por tanto, si ningin
péptido fuera capturado por el BC2-Nb, la proporcion dada en la Figura 2 seria uno o cerca de uno. Cuanto mas
péptido se capture, mas se aproxima el valor a 0. No fue posible discriminar entre las versiones de péptidos de
isoleucina (I) y leucina (L) ya que estos péptidos son isobaricos. Sin embargo, pudieron resolverse dos versiones de
péptidos que contenian | / | y, por lo tanto, se proporcionan dos valores como resultado.

El analisis muestra que los restos de BC2T en las posiciones 1, 2, 4, 5,7, 9, 11 y 12 de la SEQ ID NO: 4 pueden
reemplazarse sin afectar a las propiedades de unién del epitopo (Tabla 4, a continuaciéon). Estos resultados estan
de acuerdo con la estructura, lo que demuestra que las cadenas laterales de los ocho restos se encuentran alejadas
del Nb. Sin embargo, el analisis de los sobrenadantes de las bibliotecas de BC2T R3, A6, S8 y W10 revelaron poca
reactividad cruzada de los nanoanticuerpos con otros aminoacidos en estas posiciones (Figura 2 a - d). Notablemente,
los péptidos unidos de la biblioteca de BC2T R3 (BC2Trsx) tienen restos con propiedades basicas, es decir, K3 o H3
o restos que comprenden cadenas laterales mas pequefias, es decir, T3 o V3 (Fig. 2 a). Esta observacion esta de
acuerdo con la estructura cristalina, ya que el puente de sal entre R3 y Asp110 también podria estar formado por H3
o K3. El analisis de la biblioteca de BC2Tasx reveld las preferencias de BC2-Nb por aminoacidos pequefios en la
posicion 6, ya que se sacaron eficazmente de la biblioteca permutantes de cisteina, valina y serina. Los péptidos que
contenian glicina, leucina o isoleucina en esta posicion se sacaron en cantidades mas pequefas (Fig. 2 b). Estos
resultados son coherentes con la estructura cristalina, donde la cadena lateral de A6 apunta hacia una pequefa bolsa
hidréfoba del BC2-Nb. La union de aminoacidos mas grandes (es decir, leucina, isoleucina) requeriria
reorganizaciones conformacionales, y una glicina introduciria flexibilidad adicional. Se observé un efecto similar para
la biblioteca de BC2Tsgx. La alanina, cisteina, treonina y valina pueden reemplazar a S8, mientras que otros restos
fueron capturados en menor grado (Fig. 2 c). El grupo hidroxilo de S8 forma un enlace de hidrégeno con el grupo
carbonilo de Lys103 del nanoanticuerpo. La cisteina y la treonina podrian participar en algunas interacciones
productivas similares, mientras que la valina al menos podria acomodarse. El triptéfano en la posicion 10 parece ser
un aminoacido que determina la especificidad invariable en nuestro estudio de exploracion de péptidos, ya que ninguno
de los permutantes W10 fueron capturados por BC2-Nb (Fig. 2 d). Esto coincide de manera excelente con el analisis
estructural, lo que demuestra que la cadena lateral de W10 se inserta en una profunda bolsa hidréfoba en el
nanoanticuerpo.

Los resultados de la exploracion del epitopo para los mutantes BC2-Nbr1oss Y BC2-Nbr1ose son casi idénticos a los del
BC2-Nb, con una notable excepcién. El analisis de la biblioteca de BC2Tagx reveld que, en contraste con BC2-Nb, los
Nb mutados precipitaron en pequefia medida también variantes de BC2T que portaban una lisina o arginina en la
posicion 6 (Fig. 2 b). Esta observacion sugiere que la mutacion de la Arg45 que forma el bloqueo de cabeza por Ser
o Glu da como resultado una especificidad de péptido algo menor. En resumen, se identificaron cuatro posiciones en
BC2T con variabilidad de aminoacidos limitada o nula. Los resultados estan de acuerdo con la estructura, lo que
demuestra que las cadenas laterales de R3, S8 y W10 estan directamente involucradas en las interacciones de BC2-
Nb, mientras que los permutantes de A6 probablemente estan desfavorecidos estéricamente y pueden evitar la
formacion de la union de bloqueo de cabeza. Considerado en conjunto, este andlisis confirma que un pequefio
subconjunto de interacciones de cadena lateral ayuda a determinar la especificidad de BC2-Nb por la secuencia de
BC2T.
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Tabla 4-1: BC2-Nb (r: relacién; e: error)

P D R K v H Q

relacion  error |[relaciéon error |relacién error i error lacié error lacié error lacié error i6 error |relacién error i6 error lacié error | 1 error
A 0,1 0,0 0.2 0,0 07 0,0 0,2 0,0 0,2 0,0 0,1 0,0 04 0,0 0,0 0,0 0.2 0,0 1,0 0,1 01 01 01 0,0
G 04 0,0 03 0,0 0,9 0,1 0,6 0,0 03 0,1 07 0,1 0,7 0,1 05 0,2 0,4 0,0 12 0,2 0,1 0,1 0,2 0,0
\ 0.2 0,0 0,1 0,0 03 0,0 01 0,0 0.1 0,0 03 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0.2 0,0 1,0 0,1 0.1 00 01 0,0
L 04 01 01 0,0 0,5 0,0 01 0,0 01 0,0 0,7 0,0 01 0,0 0,4 0,1 03 0,0 1,0 0,1 0,1 0,0 01 0,0
L/12 0,3 01 0,2 0,0 0,5 0,0 0,2 0,0 01 0,0 0,9 0,0 0,2 0,0 0,7 0,2 0,1 0,0 1,0 0,0 0,1 0,0 01 0,0
M 0,2 0,0 0,1 0,0 0,7 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 1,0 0,1 03 0,0 06 0,2 0,1 0,0 1,0 0,1 0,1 00 01 0,0
P 0,1 0,0 06 0,1 0,8 0,1 1,0 0,1 0,1 0,0 11 0,1 1,0 0,1 0,7 0,2 0,8 0,1 11 0,1 06 04 0,1 0,0
F 0,2 0,0 0,2 0,0 0,8 0,1 0,3 0,0 0,1 0,0 1,0 0,1 0.2 0,0 0,7 0,2 0,1 0,0 0,9 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0
w 0,1 0,0 0,2 0,0 0,8 0,1 0,3 0,0 0,0 0,0 11 0,1 0,1 0,0 06 0,3 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 01 0,0
S 0,3 0,0 0,1 0,0 0,6 0,0 0,3 0,0 0,1 0,0 05 0,0 03 0,0 0,1 0,0 0,2 0,0 1.1 0,2 0,1 0,0 01 0,0
T 0,5 01 0,1 0,0 0,3 0,0 0,2 0,0 0,1 0,0 02 0,0 0.2 0,0 0,1 0,0 02 0,0 1,0 0,1 0,1 0,0 01 0,0
N 0,6 01 0,2 0,0 0,7 0,0 0,5 0,0 03 01 1,0 0,0 0,2 0,0 0,2 01 0,1 0,0 1,0 0,1 0,1 0,1 01 0,0
Q 0,6 0,0 01 0,0 0,5 0,0 01 0,0 0,2 0,0 1,0 0,0 04 0,0 0,7 0,2 0.2 0,0 1.1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0
Y 0.1 0,0 0,1 0,0 0,7 0,1 0,2 0,0 0,1 0,0 1.0 0,0 0,1 0,0 06 0,2 0.1 0,0 1,0 0,1 0,0 00 01 0,0
C(Abu) 01 0,0 01 00 0,5 0,0 0,1 0,0 01 0,0 01 0,0 0.2 0,0 0,0 0,0 0.2 0,0 1,0 0,0 01 01 01 0,0
K 03 0,0 02 0,0 0,2 0,0 0,1 0,0 0,2 0.1 1.0 01 03 0,0 08 0.2 0.2 0,0 1,0 0,1 0,0 00 0,0 0,0
R 0,2 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,2 0,2 11 0,1 0.2 0,0 05 0,3 0,1 0,0 1,0 0,1 0,0 0,0 01 0,0
H 0,3 01 01 0,0 03 0,0 01 0,0 0,2 0,0 1.1 01 03 0,0 0,7 0,2 0,1 0,0 1,0 0,1 0,1 0,0 01 0,0
D 1,0 01 0,1 0,0 1,0 0,1 1,0 0,0 0,5 0,1 1,0 0,1 05 0,0 08 0,2 0,1 0,0 1,0 0,1 0,2 0,1 0,6 0,1
E 0,9 0,1 0,2 0,0 1,0 0,1 0,5 0,0 0,2 0,0 1,1 0,1 04 0,0 0,7 0,2 0,2 0,0 1,1 0,2 0,1 0,1 04 0,1
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Tabla 4-2: BC2-Nbrioss) (: relacion; e: error)

P D R K A A w Q Q
Relacién error Relacién  error |Relaciéon error | Relaciéon error |Relacion  error lacién error lacién error lacién error lacié error | Relaciéon error |Relacién error |Relacion error
A 03 0,0 04 01 0,9 0,1 0,6 0,0 0,4 0,0 0,2 0,0 0,7 0,0 0,1 0,0 0,5 0,0 1,0 01 04 0,1 03 01
G 06 0.1 0,5 01 1,0 0,1 0,9 0,1 0,5 0,0 0,9 01 0,8 0,0 0,9 0,1 0,8 0,0 11 0.2 05 0,0 04 01
\'4 04 0,0 0,2 0,0 0,7 0,1 0,2 0,0 0,2 0,0 06 0,0 0,3 0,0 03 0,0 0,6 0,0 1,0 0,1 0,2 0,0 0,2 01
m 0,7 0,1 0,2 0,0 0,9 0,1 04 0,1 0,2 0,0 08 0,1 03 0,0 0,6 0,0 0,5 0,0 1.1 0,1 0,2 0,0 0,2 0,1
12 06 04 03 0,0 0,9 0,1 0,6 0,1 0,2 0,0 09 01 04 0,0 0,9 0,1 03 0,0 1.1 01 04 0,0 0.2 01
M 0,5 0,1 0,2 0,0 0,9 0,1 0,5 0,0 0,2 0,0 0,9 01 0,5 01 1,0 0,1 0,3 0,0 1.1 01 03 0,0 03 01
P 0,2 0,0 0,8 0,1 1,0 0,1 1,0 0,1 0,4 0,0 1,0 0,1 1,0 0,1 1,0 0,1 1,0 0,0 1,1 0,1 0,9 0,1 0,2 0,1
F 03 0,1 0,3 01 1,0 0,1 07 0,1 0,2 0,0 09 01 04 0,0 0,9 0,1 0,3 0,0 1.1 0,1 0,2 0,0 04 01
w 03 0,0 03 01 1,0 0,1 038 0,1 01 0,0 1,0 01 03 0,0 0,9 0,1 0,1 0,0 0,1 0,0 01 0,0 03 01
S 0,6 0,1 03 01 09 0,1 07 0,0 04 0,0 08 0,0 04 0,0 0,2 0,0 05 0,0 1.1 02 0,2 0,0 02 0,1
T 0,7 0,1 02 01 08 0,1 07 0,0 03 0,0 04 0,1 03 0,0 02 0,0 05 0,0 1,0 0,0 0,2 0,0 03 0,1
N 07 0,1 0,3 01 1,0 0,0 0,9 0,1 0,5 0,0 1,0 01 04 0,0 0,7 0,1 0,3 0,0 1.1 01 0,3 0,0 0.2 0.1
Q 0,7 0,1 0,2 0,0 0,9 0,1 04 0,0 03 0,0 09 01 0,5 0,0 0,9 0,1 0,4 0,0 1,1 0,2 0,3 0,0 0,3 0,1
Y 03 0,0 0,2 0,0 1,0 0,1 0,5 0,0 0,2 0,0 0,9 0,1 03 0,0 0,9 0,0 0,2 0,0 1,0 0,0 01 0,0 03 01
c* 03 0,0 0,3 01 0,9 0,2 0.3 0,0 03 0,0 03 0,0 0,5 01 0,1 0,0 0,5 0,0 1,0 01 03 0,0 0,2 01
K 05 0.1 0.2 01 0,5 0,1 0,2 0,0 0,2 0,0 08 01 03 0,0 0,9 0,1 0,3 0,0 11 0.1 0.1 0,0 01 0,0
R 04 0,1 0.2 0,0 0,2 0,1 0,1 0,0 01 0,0 07 01 0.2 0,0 0,9 0,1 0,2 0,0 1.1 0.2 01 0,0 01 0,0
H 0,6 0,1 02 0,0 07 0,1 03 0,0 0,3 0,0 09 0,1 04 0,0 0,9 0,1 0,3 0,0 1.1 0,1 0,2 0,0 03 0,1
D 08 0,1 0,3 0,1 1,0 0,0 1,0 0,0 0,9 01 1,0 01 0,9 01 0,9 0,1 0,5 0,0 1,0 01 0,6 0,0 0,9 01
E 0,8 0,1 0,4 0,1 1,0 0,0 0,9 0,0 0,7 0,0 1,0 0,1 0,8 0,0 1,0 0,1 0,6 0,1 1,1 0,0 0,5 0,0 0,7 0,1
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Tabla 4-3: BC2-Nbri1osg)

r: relacion; e: error)

P D R K A A \' S H w Q Q

laciéon error | Relaci error | Relaciéon error lacién error lacién error lacién error lacién error lacién error | Relacién error lacién error | Relacién error | Relaciéon error
A 02 0,0 02 0.1 1,0 01 04 0.1 0,2 0,1 0,1 0,0 05 0,0 01 0,0 03 0,0 1.1 01 03 0,1 0.1 0,0
G 0,5 0,0 0,4 0,1 1,0 01 09 0,1 04 01 0,8 0,1 0,7 0,0 08 0,1 0,7 0,0 1,2 0,2 04 0.1 0,2 0,0
v 03 0,0 0,1 0,0 0,5 0,0 0.1 0,0 0,1 0,0 0,3 0,0 0,2 0,0 0,2 0,0 0,5 0,0 1,0 0,1 0,2 0,1 0,1 0,0
Lmnm 0,6 0,1 0,1 0,0 0,9 0,2 03 0,1 0,1 0,0 0,7 0,1 0,1 0,0 05 0,0 0,4 0,0 1,0 0,1 0,2 0,1 0,1 0,0
L2 0,5 0,2 0,2 0,1 0,9 0,2 05 0,0 0,1 0,0 0,8 0,1 0,2 0,0 09 0,1 0,2 0,0 1,0 0,0 04 0,2 0,1 0,0
M 0,4 0,1 0,1 0,0 0,9 0,1 03 0,1 0,1 0,0 1,0 0,1 0,3 0,0 1,0 0,1 0,2 0,0 1,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,0
P 0,1 0,0 0,8 0,1 1,0 0,1 1,0 0,1 0,2 0,0 1.1 0,1 0,9 0,0 1,0 0,1 0,9 0,1 1.1 01 0,9 0,1 0,1 0,0
F 0,3 0,0 0,2 0,0 1,0 0,1 06 0,1 0,1 0,0 1,0 0,1 0,2 0,0 09 0,1 0,2 0,0 1,0 0,1 0,1 0,1 0,3 0,1
w 0,2 0,0 0,1 0,0 1,1 0,2 0,7 0,1 0,0 0,0 1,0 0,1 0,2 0,0 0,9 0,1 0,1 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,2 0,0
S 04 0,0 0,2 0,0 0,8 0,1 06 0,1 0,2 0,0 0,6 0,0 0,3 0,0 0,1 0,0 0,4 0,0 1,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,0
T 06 0,1 0,1 0,0 06 0,0 05 0,1 0,1 0,0 0,3 0,0 0,2 0,0 0,1 0,0 0,4 0,0 1,1 01 02 0,1 0,1 0,0
N 0,7 0,1 0,2 0,1 0,9 0,0 038 0,1 0,3 0,1 1,0 0,1 04 0,0 05 0,1 0,2 0,0 1,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,0
Q 0,6 0,1 0,1 0,0 0,8 0,0 0,2 0,0 0,2 0,0 1,0 0,1 0,4 0,0 0,9 0,1 0,3 0,0 1,2 0,2 0,3 0,1 0,1 0,0
Y 0,2 0,0 0,1 0,0 0,9 0,1 03 0,1 0,1 0,0 1,0 0,1 0,2 0,0 0,9 0,1 0,1 0,0 1,0 0,0 0,1 0,0 0,2 0,0
c* 0,2 0,0 0,2 0,1 0,9 0,1 0,2 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,3 0,0 0,1 0,0 0,3 0,0 11 0,1 0,2 0,1 0,1 0,0
K 03 0,1 0,1 0,0 0,3 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,9 0,1 0,1 0,0 09 0,1 0,2 0,0 1,3 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
R 0,2 0,1 0,1 0,0 0,1 0,0 01 0,0 0,0 0,0 0,7 0,3 01 0,0 09 0,1 0,1 0,0 1.3 0,2 01 0,0 0,0 0,0
H 04 0,0 0,1 0,0 0,5 0,0 0,2 0,0 0,2 0,0 1,0 0,1 0,3 0,0 09 0,1 0,2 0,0 1,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,0
D 0,8 0,1 0,2 0,1 1,0 0,0 1,0 0,1 0,9 0,0 1,0 0,1 0,9 0,0 1,0 0,1 0,4 0,0 1.1 0,1 0,5 0,1 0,8 0,1
E 0,8 0,1 0,2 0,1 1,0 0,0 0,9 0,1 0,8 0,0 1,1 0,1 0,9 0,0 0,9 0,1 0,5 0,0 1,2 0,1 0,4 0,1 0,6 0,0
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Ejemplo 4: Generacion de un sistema de captura basado en BC2T

Basandose en el modo de unién de ligando inusual del BC2-Nb, se intentd desarrollar un sistema de afinidad basado
en BC2T. Se acoplaron covalentemente BC2-Nb purificados a microesferas de Sepharose y se generé una matriz de
afinidad que se denomina "nanotrap de BC2". En primer lugar, se probd la capacidad del nanotrap de BC2 para
precipitar proteinas etiquetadas con BC2T directamente del lisado en bruto. Por lo tanto, Las fracciones de proteinas
solubles de células E. coli que expresan GFP con etiqueta C-terminal (GFPgc21) 0 wtGFP (control) se incubaron con
el nanotrap de BC2 y se analizaron las fracciones de entrada, no unidas y unidas mediante SDS-PAGE seguido de
tincién con coomassie e inmunotransferencia (Fig. 3 a). Los datos obtenidos muestran que el nanotrap de BC2
precipita cuantitativamente GFPgc2r. A continuacion, se realizé la purificacion de BC2T en presencia de varios
detergentes no desnaturalizantes (NP-40, Triton X100, CHAPS o Tween 20, 0,1 - 1% p/v) o concentraciones crecientes
de sal (NaCl 0 - 500 mM, KCI 2 - 50 mM, MgCl; 2 - 20 mM). Ninguno de estos reactivos parecia tener un impacto en
la eficacia de la union (datos no mostrados). Adicionalmente, se probd la unién al antigeno en condiciones
desnaturalizantes aumentando las concentraciones de dodecil sulfato de sodio (SDS) o agentes caotrépicos (GdmCI;
Urea) en el tampdn de union. Se observé que el nanotrap de BC2 precipita eficazmente su antigeno en presencia de
SDS al 2%, Urea 4 M o una concentracién de hasta 1,5 M de GdmCI (Fig. 3 b). Esto indica que el nanotrap de BC2
permanece funcionalmente activo en condiciones rigurosas.

Aunque en algunos casos estas condiciones rigurosas de unién y elucion pueden ser favorables para obtener proteinas
altamente puras, la mayor parte de la proteina unida presumiblemente se desnaturaliza y no conserva la actividad
bioldgica. Por tanto, se probaron condiciones de elucién mas suaves usando MgCl; (0,5 M - 4 M), tiocianato de sodio
(NaSCN, 1 - 3 M) o liberacion mediada por el pH (acido; pH 1 - 2,5 o alcalino; pH 10 - 12). También se probd la
liberacién de GFPgc2r unida mediante elucidon competitiva afiadiendo concentraciones crecientes de péptido BC2
(PDRKAAVSHWQAQ, 0,01 - 1 mM). La incubacion con MgCl, no eluye GFPgc2t (datos no mostrados), mientras que el
tratamiento con altas concentraciones de NaSCN o elucion acida (pH 1,5) dio como resultado la liberacién del 30% -
40% de la proteina unida (Fig. 3 c, paneles superiores). Por el contrario, la elucion alcalina usando un pH mas alto
(pH 11y 12) reveld una liberacion mas eficaz de 40 - 80%. Notablemente, la elucion competitiva fue altamente eficaz,
ya que se detect6 un -60% y -80% de GFPgc2r en las fracciones de elucion después de la adicion de péptido BC2 0,1
mM y 1 mM, respectivamente (Fig. 3 ¢, panel inferior). Ademas, mientras que la fluorescencia de GFP se vio afectada
drasticamente tras el tratamiento con NaSCN o pH acido, el pH alcalino o la elucién de péptido produjo GFP totalmente
fluorescente (Fig. 8). Estos resultados demuestran que el péptido BC2 puede desplazar eficazmente las proteinas
unidas a BC2 en su estado plegado de forma nativa.

El sistema de captura BC2 se analiz6 adicionalmente para la purificacion en un solo paso de proteinas recombinantes
derivadas de células humanas. Especificamente, se investigd si la posicion terminal de la etiqueta BC2 tiene un
impacto en la unién. Con este fin, se expresé una GFP modificada que comprendia la etiqueta BC2 en el extremo N
(sc21€GFP) 0 C (eGFPgc2r) en células 293T de rifidn embrionario humano (HEK) usando eGFP sin etiqueta como
control negativo. Dos dias después de la transfeccion, se generaron fracciones de proteinas solubles y se sometieron
a inmunoprecipitacion usando el nanotrap de BC2. Se analizaron las fracciones de entrada, no unidas y unidas
mediante SDS-PAGE seguido de tincion de Coomassie e inmunotransferencia (Fig. 3 d). Los resultados muestran que
las construcciones de GFP etiquetadas con BC2 en los extremos N y C se precipitaron eficazmente por el nanotrap
de BC2 mientras que no se detect6 GFP en el control negativo. En la fracciéon no unida de gcoreGFP aparecié un
fragmento de GFP ligeramente mas pequefio. Dado que esta banda no aparece en la calle unida, se propone la
hipotesis de que aparece debido a la eliminacién mediada por proteasa de la etiqueta BC2 N-terminal durante el
procedimiento de lisis celular.

A continuacién, se probd si el nanotrap de BC2 puede precipitar componentes celulares etiquetados con BC2 de los
filamentos intermedios o la maquinaria de replicacion nuclear. BC2T se fusiond genéticamente con mCherry-vimentina
(mCherry-VIMgczr) 0 eGFP-PCNA (eGFP-PCNAgc2t) Y ambas construcciones se expresaron en células HEK293T.
Como controles, se utilizaron construcciones correspondientes sin la etiqueta BC2. Los extractos de proteinas solubles
se incubaron con el nanotrap de BC2 y las fracciones de lisado completo (entrada), no unidas y unidas se analizaron
por inmunotransferencia usando anticuerpos anti-vimentina o anti-PCNA. Los resultados demuestran que tanto
mCherry-VIMgc2tr como eGFP-PCNAgc.t precipitaron eficazmente con el nanotrap de BC2, mientras que no se detectod
sefial en las fracciones unidas de las proteinas no etiquetadas (Fig. 9 a). La siguiente pregunta era si el BC2-Nb
también puede detectar proteinas etiquetadas con BC2 en la inmunotransferencia. Por tanto, se generaron BC2-Nb
marcados con fluorescencia mediante el acoplamiento quimico del nanoanticuerpo purificado al colorante organico
AlexaFluor488 (BC2-Nbarass) y se utilizé para sondear inmunotransferencias con fracciones de proteinas solubles de
células que expresaban eGFP-PCNA, eGFP-PCNAgc2t, mCherry-VIM o mCherry-VIMgc2r. Los resultados muestran
que BC2-Nbarsgs es altamente especifico para proteinas etiquetadas con BC2, mientras que no se detectaron
proteinas sin etiquetar (Fig. 9 b). Finalmente, surgié la pregunta de si el BC2-Nb también reconoce la -catenina
enddégena en presencia de proteinas etiquetadas con BC2. Aunque no se detecté sefial para B-catenina en la
transferencia de Western con BC2-Nbarsss (Fig. 9 b), se encontraron cantidades minoritarias de B-catenina en
comparacién con las proteinas marcadas con BC2 sobreexpresadas en las fracciones unidas después de la
precipitacion con el nanotrap de BC2 (Fig. 9 c).
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En resumen, los resultados demuestran que el sistema de afinidad BC2T/BC2-Nb permite una purificacion robusta y
conveniente en un solo paso de proteinas recombinantes etiquetadas con BC2 de diferentes sistemas de expresion
en condiciones tanto nativas (es decir, no desnaturalizantes) como desnaturalizantes. En combinacién con la
funcionalidad observada en la deteccion de inmunotransferencia, el sistema cubre la gama completa de captura y
deteccion de proteinas etiquetadas con BC2 para una amplia gama de analisis bioquimicos.

Ejemplo 5: Inmunocitoquimica utilizando BC2-Nb marcado con fluorescencia

Se han descrito numerosos nanoanticuerpos para la obtencion de imagenes moleculares de antigenos relevantes para
enfermedades localizados en las superficies celulares [12-14]. Hasta el momento hay muy pocos estudios que hayan
utilizado nanoanticuerpos para la obtencion de imagenes celulares [15]. Por lo tanto, se probo si el BC2-Nb marcado
con fluorescencia (acoplado a los colorantes organicos AlexaFluor4d88 o ATTO647 (BC2-NbAF488; BC2-
NbATTO647)) es adecuado para visualizar proteinas celulares etiquetadas con BC2. Para generar estructuras diana
celulares relevantes, las construcciones de fusion descritas anteriormente mCherry-VIMBC2T o GFP-PCNABC2T se
expresaron en células humanas (Fig. 4 a). Las construcciones fluorescentes de vimentina se incorporan a la red de
filamentos intermedios celulares y visualizan las fibras de vimentina en el citoplasma tras la expresion celular transitoria
[16], mientras que GFP-PCNA se encuentra en sitios de replicaciéon de ADN, formando estructuras caracteristicas
similares a manchas en el nucleo durante la fase S del ciclo celular [17]. El patron caracteristico de las proteinas de
fusion aplicadas permite realizar estudios de colocalizacién utilizando inmunocitoquimica con BC2-Nb marcados con
colorante.

Mediante la tincion de células HeLa que expresaban mCherry-VIMgcor con el BC2-Nbarsgs, s€ observé una fuerte
colocalizacién de la sefal verde del nanoanticuerpo a lo largo de las estructuras citoplasmaticas de vimentina
mostradas en el canal rojo (Fig. 4 b, Fig. 10 a). De forma correspondiente, el BC2-Nbartoss7 reveld una clara
colocalizacion con GFP-PCNAgc2t en focos de replicacion durante la fase S. Las sefales tanto de GFP-PCNAgcar
como de BC2-Nbatross7 S€ €ncontraron exclusivamente en el ndcleo, demostrando la especificidad de unién de BC2-
Nb. No se detecto sefial de nanoanticuerpo en las células que expresaban construcciones mCherry-VIM o GFP-PCNA
que carecian de la etiqueta BC2 (Fig. 10 b). Estos datos demuestran que el BC2-Nb marcado con fluorescencia se
une especificamente a las proteinas de fusion de BC2T expresadas ectopicamente y, por lo tanto, puede aplicarse
para la deteccion directa de antigeno en inmunocitoquimica.

Ejemplo 6: Analisis del impacto de multiples mutaciones o truncamientos dentro de la etiqueta BC2 en la
eficacia de uniéon del BC2-Nb en los ensayos pulldown

Como se indica en el ejemplo 3, se demostré que los restos de BC2T en las posiciones 1, 2,4,5,7,9, 11y 12 dela
SEQ ID NO: 4 pueden reemplazarse. Esto se mostro utilizando bibliotecas de péptidos de exploracion posicional que
presentan los 20 aminoacidos proteinogénicos en una sola posicion del péptido.

Para estudiar el impacto de multiples intercambios de restos de aminoacidos dentro del BC2T en el rendimiento de
union con mas detalle, se generd una version mutada del BC2T intercambiando seis restos de aminoacidos
simultaneamente. Por tanto, se reemplazaron la Asp (D) en la posicion 2 por una Val (V), la Lys (K) en la posicion 4
por una Ser (S); la Val (V) en la posicién 7 por Leu (L); la His (H) en la posicion 9 por GIn (Q); la GIn (Q) en la posicién
11 por Ser (S) y la GIn (Q) en la posicion 12 por Ser (S). De esta manera, en total se cambiaron el 50% de los restos
de aminoacidos identificados originalmente como la secuencia de BC2T (SEQ ID NO: 5). La secuencia de aminoacidos
resultante se denomina BC2Tmut. Para probar si el intercambio simultaneo de estos restos de aminoacidos afecta a
la eficacia de pulldown de proteinas que comprenden la etiqueta BC2 mutada (BC2mut), el BC2Tmut se fusiono
genéticamente a GFP (GFPBC2Tmut). Para el andlisis pulldown, las fracciones proteicas solubles de las células E.
coli que expresaban wtGFP (control), GFP con etiqueta BC2 C-terminal (GFPBC2T) o GFPBC2Tmut se incubaron con
el nanotrap de BC2 y se analizaron las fracciones de entrada, no unidas y unidas mediante SDS-PAGE seguido de
tincion con Coomassie e inmunotransferencia (véase la Fig. 11). Los datos obtenidos muestran que el nanotrap de
BC2 precipita cuantitativamente GFPBC2T asi como GFPBC2Tmut. A partir de eso, se puede concluir que un
intercambio multiple de restos de aminoacidos en las posiciones indicadas no afecta a la interaccion y la capacidad
de union de BC2T mutado al nanotrap de BC2.

A continuacién, se analizo si el truncamiento N o C-terminal del BC2T afecta a las propiedades de unién al BC2-Nb.
Por lo tanto, se generaron dos construcciones. En la primera construccion (denominada BC2T-10), se eliminaron los
dos dultimos restos de GIn (Q) localizados en el extremo C del BC2T, dando como resultado la secuencia
PDRKAAVSHW. Para la segunda construccion, se eliminaron adicionalmente los dos primeros restos de aminoacidos
Pro (P) y Asp (D) localizados en el extremo N del BC2T (BC2T-8; RKAAVSHW). Para los estudios de union, BC2T-10
y BC2T-8 se fusionaron genéticamente con GFP (GFPBC2T-10; GFPBC2T-8). Para el analisis pulldown, las fracciones
de proteinas solubles de células E. coli que expresaban wtGFP (control), GFP con etiqueta BC2 C-terminal
(GFPBC2T), GFPBC2T-10 o GFPBC2T-8 se incubaron con el nanotrap de BC2, y se analizaron las fracciones de
entrada, no unidas y unidas mediante SDS-PAGE seguido de inmunotransferencia usando anticuerpos anti-GFP
(véase la Fig. 12). Los datos obtenidos muestran que el nanotrap de BC2 precipita GFPBC2T-10 asi como GFPBC2T-
8 de una manera comparable a la GFP etiquetada con el BC2T original (GFPBC2T). Esto demuestra que la eliminacién
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de los dos restos de aminoacidos que flanquean el BC2T en el extremo N o C no afecta a la interaccion y la capacidad
de union del BC2T truncado al nanotrap de BC2T.

Ejemplo 7: Desarrollo de variaciones mejoradas de BC2T

Usando un enfoque de disefio racional, se desarrollaron variaciones de BC2T con el objetivo de mejorar aun mas la
afinidad de la etiqueta BC2 con el BC2-Nb. Con este fin, se sustituyeron restos de BC2T en las posiciones 1, 4, 5, 11
y 12 de la SEQ ID NO: 4 basandose en datos estructurales y bioquimicos presentados en la Figura1 y la Tabla 4 y
en modelado molecular.

Se disefiaron dos variaciones de BC2T, denominadas pTag1 SEQ ID NO: 33 y pTag2 SEQ ID NO: 34, para presentar
una mayor afinidad por BC2-Nb que la secuencia original de BC2T (Tabla 5, Fig. 13). Usando interferometria de
biocapa, se determin6 que la constante de disociacion Kp era 0,7 nM y 1,9 nM para la interaccién entre BC2-Nb y
pTagl SEQ ID NO: 33 y pTag2 SEQ ID NO: 34, respectivamente. Por el contrario, para BC2T original (SEQ ID NO: 4),
la Kp para la interaccion con BC2-Nb es 2,6 nM (segun lo determinado usando interferometria de biocapa). En
particular, la constante de la tasa de disociacion kofr es 7 veces mas lenta para pTagl SEQ ID NO: 33 que para BC2T
original (Tabla 5), lo que explica la afinidad inusualmente alta de BC2-Nb por pTagl SEQ ID NO: 34.

Estas variaciones mejoradas de BC2T se validaron para la aplicacion en purificacion de proteinas e
inmunoprecipitacion. (Fig. 14). La proteina mCherry se fusioné con las variaciones de BC2T pTagl SEQ ID NO: 33 y
pTag2 SEQ ID NO: 34 (y también con el BC2T original SEQ ID NO: 4 con fines comparativos) en el extremo N-terminal
o C-terminal y se incubd con el nanotrap de BC2 (Fig. 14 a). Posteriormente, la proteina de fusion capturada se eluy6
usando el péptido correspondiente a una concentraciéon de 100 uM. El analisis SDS-PAGE de las fracciones de
entrada, proteina no unida, proteina eluida y proteina ain unida a nanotrap de BC2 después de la elucion (Fig. 14 a)
muestra que las etiquetas BC2 mejoradas permiten la captura de una proteina de fusion independientemente de la
localizacion de la etiqueta. Ademas, la proteina capturada puede eluirse usando péptido libre, es decir, en condiciones
no desnaturalizantes, nativas. Por tanto, las variaciones mejoradas de BC2T pueden aplicarse a la purificacion de
proteinas en un solo paso de una proteina de interés fusionada a dicha variacion de BC2T. En comparacion con el
BC2T original, la mayor afinidad de las variaciones mejoradas de BC2T por BC2-NB conduce a una captura mas eficaz
de la proteina etiquetada, con hasta un 100% de proteina unida (Fig. 14 a).

En una diversidad de organismos puede precipitarse una proteina de interés fusionada con una variaciéon mejorada
de BC2T usando el nanotrap de BC2. Como se muestra en la Fig. 14 b, la fusion N-terminal de pTagl SEQ ID NO: 33
a la proteina mCherry permite la recuperacion altamente especifica de esta proteina de fusion a partir de lisados de la
linea celular humana HEK293T, la linea celular de insecto Trichoplusia ni High5 y la levadura Saccharomyces
cerevisiae utilizando el nanotrap de BC2. Este experimento (Fig. 14 b) usa lineas celulares comunes en la técnica, lo
que ejemplifica la aplicabilidad del nanotrap de BC2 junto con el etiquetado de la proteina mediante el uso de la
variacion de BC2T pTagl SEQ ID NO: 33 para la purificacion y precipitacion de proteinas a partir de sistemas relevantes
de expresion recombinante.

Tabla 5: Cinética de union de dos variaciones mejoradas de BC2T en comparacion con BC2T de tipo

silvestre
Secuencia Kg (nM) kon (M-'s) korr (s7) X2 R?
pTag1 0,7 9,2+0,5x10* 6,8+0,4X10° 0,09 0,9997
pTag2 1,9 1,1+0,1 X10° 2,0+0,1X10* 0,17 0,9992
BC2T 2,6 1,9+0,1 X10° 50+0,1X10* 0,18 0,9987

Leyenda de la tabla: La union de BC2-Nb a BC2T (SEQ ID NO: 4) y las dos variaciones mejoradas (pTagl SEQ ID
NO: 33 y pTag2 SEQ ID NO: 34) se analizaron mediante interferometria de biocapa (véanse los datos de partida en
la Fig. 13). Se presentan la constante de disociacion (Kp), las constantes de velocidad de asociacion (kon) y disociacion
(koff) y los marcadores de la calidad de ajuste de un modelo de union 1:1 (X2, R?). Las constantes presentadas para
BC2T original difieren de las presentadas en la Tabla 1 porque la cinética se analiz6 utilizando un método diferente.

En resumen, un enfoque de disefio racional permiti6 el desarrollo de variaciones mejoradas de BC2T que se
caracterizan por una mayor afinidad por BC2-Nb. Estas variaciones mejoradas pueden fusionarse con el extremo N o
el extremo C de una proteina de interés y permitir la purificacion eficaz de dicha proteina de fusion a partir de una
diversidad de organismos. Ademas, al igual que BC2T original, estas etiquetas BC2T mejoradas se pueden eluir del
nanotrap de BC2 usando condiciones no desnaturalizantes nativas.

Ejemplo 8: Materiales y métodos

plasmidos de expresion
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Para la expresion bacteriana de GFP con etiqueta BC2 C-terminal (GFPgc2r) se us6 pEGFP-C1 (Clontech) como
molde. La secuencia que codifica GFPgc2t se amplificd por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando los
cebadores oligonucleotidicos GFPgc2r_para (5-GCA CCA TGG ATG GTG AGC AAG GGC GAG G-3'; SEQ ID NO:
15) y GFPgcar_rev (5-GAC GTC GAC TTA CTG CTG CCA GTG ACT AAC A-3'; SEQ ID NO: 16). El fragmento de
PCR se clond en los sitios de restriccion Ncol/Sall de pTRC2A (Life Technologies). Para la expresion de la GFP
etiquetada con BC2 C-terminal con una etiqueta Hiseg C-terminal (Hise-GFPgc27), la secuencia que codificaba GFPgcor
se amplificd por PCR usando los cebadores oligonucleotidicos Hise-GFPgc2r_dir (5'-CAG GGA TCC GAG TGA GCA
AGG GC -3'; SEQ ID NO: 17) e Hise-GFPgcor_inv (5-CAG GGT ACC TTA CTG CTG CCA GTG ACT AA-3'; SEQID
NO: 18). El fragmento de PCR se cloné en sitios de restriccion BamHI/Kpnl de pRSET B (Invitrogen) afiadiendo una
etiqueta Hisg N-terminal.

Para generar una construccion de fusion de GFP que comprendia un 50% de etiqueta BC2 modificada, se us6 pEGFP-
C1 (Clontech) como molde. La secuencia que codificaba GFPgcotmut S& amplificd por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) usando los cebadores oligonucleotidicos GFPgc2rmut_dir (5'-GGA TCC GAT GGT GAG CAA GGG
CGA G-3'; SEQ ID NO: 19) y GFPscotmut_inv (5'-GGT ACC TTA GCT GCT CCA CTG GCT CAG CGC CGC GCT CCG
GAC CGG CTT GTA CAG CTC GTC CAT GC-3'; SEQ ID NO: 20). El fragmento de PCR se clon6 en los sitios de
restriccion BamHI/Kpnl de la construccion de expresion de GFPgc2t generada previamente.

Para generar un vector de expresion bacteriana que codificara GFP con una etiqueta Hisg N-terminal y una version
acortada C-terminal del BC2T (BC2T-10 o BC2T-8), la secuencia que codificaba GFPgc2t.10 0 GFPBgc2r8 S€ amplificd
por PCR usando pEGFP-C1 (Clontech) como molde. Para la PCR se usaron los siguientes cebadores
oligonucleotidicos: Hise-GFPgc2r-10 dir: (5'-cccc GGA TCC GAT GGT GAG CAA GGG CGA GG-3'; SEQID NO: 21) e
Hise-GFPgc2t-10_inv (5'-cccc GGT ACC TTA CCA ATG TGA CAC CGC TGC TTT GCG GTC AGG CTT GTA CAG CTC
GTC CAT GCC-3'; SEQ ID NO: 22) o Hisg-GFPgc2r.g dir (5'-cccc GGA TCC GAT GGT GAG CAA GGG CGA GG-3;
SEQ ID NO: 23) e Hise-GFPgc2r-g inv (5'-cccc GGT ACC TTA CCA GTG GGA AAC GGC TGC TTT ACG CTT GTA
CAG CTC GTC CAT G-3'; SEQ ID NO: 24).

Para la expresion en mamiferos de la GFP etiquetada con BC2 C-terminal, se usé6 pEGFP-C1 como molde. La
secuencia que codificaba la construccion de eGFPgc2r de mamifero se amplificd por PCR usando los cebadores
oligonucleotidicos eGFPgc2r dir (5'-AAG CTA GCG CTA CCG GTC GCC ACC ATG -3 '; SEQ ID NO: 25) y eGFPgc2r
inv (5'-AAG GTA CCT TAT TGC TGC CAG TGA CTAACA GCC GCT TTT CTG TCT GGC TTG TAC AGC TCG TC -
3" SEQ ID NO: 26). El fragmento de PCR se cloné en el sitio Nhel/Kpnl del vector pEGFP-C1.

Para la expresion en mamiferos de GFP con etiqueta BC2 N-terminal (sc2rGFP), se sintetizé la secuencia de
nucledétidos que codificaba la etiqueta BC2 (5'-GCT AGC ATG CCC GAT CGT AAG GCT GCG GTC TCT CAT TGG
CAA CAG AGA TCT-3 '; SEQ ID NO: 27) que portaba sitios de restriccion Nhel y Bglll (MWG). Posteriormente, la
etiqueta se clond en sitios Nhel/Bglll de pEGFP-N1 (Clontech). El plasmido obtenido se digirié con Xhol y Nhel, los
extremos se hicieron romos usando la enzima Klenow (Roche) y se volvieron a unir dando como resultado la
construccion deseada.

Para la expresion de mCherry-Vimentinagczt en mamiferos, se utilizé una construccion mCherry-Vimentina [18] como
molde. La secuencia de nucledtidos que codificaba mCherry-Vimentinagczr se amplificd por PCR usando los cebadores
oligonucleotidicos mCherry-Vimentinagcor_dir (5'-AAA AGC TTA GGT GGA GGA GGT TCT TCC ACC AGG TCC GTG
TC-3'; SEQ ID NO: 28) y mCherry-Vimentinagczr inv (5-AAG GTA CCC TAT TGC TGC CAG TGA CTA ACA GCC
GCT TTT CTG TCT GGT TCA AGG TCA TCG TG-3 '; SEQ ID NO: 29). El fragmento de PCR se clon6 en los sitios
Hindlll/Kpnl del vector mCherry-Vimentina.

Para la expresion en mamiferos de GFP-PCNAgc2t, se usé GFP-PCNA [17] como molde. La secuencia que codificaba
GFP-PCNAgc2t se amplificd por PCR usando los cebadores oligonucleotidicos GFP-PCNAgc,r dir (5'-GTA TGG CTT
CGT GGG GAT CCC CG-3'; SEQ ID NO: 30) y GFP-PCNAgczt_inv (5-GGG GTC TAG ACT AAA GGT ACC CTATTG
CTG CCA GTG ACT AAC AGC CGC TTT TCT GTC TGG AGA TCC TTC TTC ATC CTC-3 '; SEQ ID NO: 31). El
fragmento de PCR se clono en los sitios de restriccion BamHI/Xbal del vector GFP-PCNA.

Para generar un vector de expresion bacteriana que codificara mCherry con una etiqueta Hisg N-terminal y un BC2T
C-terminal o variaciones del mismo, se sintetizaron como oligonucleétidos las secuencias que codificaban BC2T (SEQ
ID NO: 4) y las variaciones pTag1 SEQ ID NO: 33 y pTag2 SEQ ID NO: 34, se hibridaron y se clonaron en los sitios
de restriccion BrsGl e Hindlll del vector plasmidico pRSET-B_mCherry (ThermoFisher Scientific). Con este fin, se
utilizaron los siguientes oligonucleétidos: mCherry BC2T_dir (5'-GTA CAG TGG TCC GGA TCG CAA AGC GGC GGT
GAG CCA TTG GCA GCA GTA AA-3": SEQ ID NO: 35) y mCherry_BC2T_inv (5-AGC TTT TAC TGC TGC CAATGG
CTC ACC GCCGCT TTG CGA TCC GGA CCA CT-3"; SEQID NO: 36); mCherry_SEQ33_dir (5'-GTA CAG TGG TCC
GGA TCG CGT GCG CGC GGT GAG CCATTG GAG CAG CTA AA-3'; SEQ ID NO: 37) y mCherry_SEQ33_inv (5'-
AGC TTT TAG CTG CTC CAA TGG CTC ACC GCG CGC ACG CGA TCC GGA CCA CT-3 '; SEQ ID NO: 38);
mCherry_SEQ34_dir (5'-GTA CAGT GGT GCG GATCGC GTG CGC GCG GTG AGC CATTGG AGC AGC TAAA-3
SEQ ID NO: 39) y mCherry_SEQ34_inv (5-AGC TTT TAG CTG CTC CAA TGG CTC ACC GCG CGC ACG CGATCC
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GCA CCA CT-3": SEQ ID NO: 40).

Para generar un vector de expresion bacteriana que codificara mCherry con una etiqueta Hisg C-terminal y un BC2T
N-terminal o variaciones del mismo, se sintetizaron como oligonucleétidos las secuencias que codificaban BC2T (SEQ
ID NO: 4) y las variaciones pTag1 SEQ ID NO: 33 y pTag2 SEQ ID NO: 34, se hibridaron y se clonaron en los sitios
de restriccion Ndel y BamHI de una variacion modificada del vector plasmidico pRSET-B_mCherry (ThermoFisher
Scientific) que codificaba una etiqueta Hisg C-terminal. Con este fin, se utilizaron los siguientes oligonucleétidos:
mCherry_BC2T_dir2 (5-TAT G CC GGA TCG CAA AGC GGC GGT GAG CCATTG GCA GCA GGG CTC G-3'; SEQ
ID NO: 41) y mCherry_BC2T_inv2 (5-GAT CCG AGC CCT GCT GCC AAT GGC TCA CCG CCG CTT TGC GAT CCG
GCA-3'; SEQ ID NO: 42); mCherry_SEQ33_dir2 (5-TAT GCC GGA TCG CGT GCG CGC GGT GAG CCATTG GAG
CAG CGG CTC G-3"; SEQ ID NO: 43) y mCherry_SEQ33_inv2 (5-GAT CCG AGC CGC TGC TCC AAT GGC TCA
CCG CGC GCA CGC GAT CCG GCA-3'; SEQ ID NO: 44); mCherry_SEQ34_dir2 (5-TAT GGC GGA TCG CGT GCG
CGC GGT GAG CCATTG GAG CAG CGG CTC G-3'; SEQ ID NO: 45) y mCherry_SEQ34_inv2 (5-GAT CCG AGC
CGC TGC TCC AAT GGC TCA CCG CGC GCA CGC GAT CCG CCA-3'; SEQ ID NO: 46).

Produccion y purificacion de proteinas

La expresion y purificacion del nanoanticuerpo BC2 se realizé como se describié anteriormente [11]. Se realizd la
expresion y purificacion de wtGFP o versiones modificadas de la misma tal como se ha descrito anteriormente [19].
Se evalud que la pureza de todas las proteinas era de al menos un 95% basandose en el analisis de electroforesis en
gel de dodecilsulfato de sodio-poliacriiamida (SDS-PAGE). La concentracion de proteina se determind
espectroscopicamente.

Formacion de complejos

Para la formacién de complejos, se mezcld una solucion de BC2-Nb a 2 mg/ml y se incubd con un exceso molar de
tres veces de péptido en tampdn Tris/HCI 10 mM pH 7,4, NaCl 100 mM durante 1 hora a temperatura ambiente. El
exceso de péptido se elimind mediante cromatografia de exclusién por tamafio (Superdex 200 Increase, GE
Healthcare). La formacion del complejo se confirmé por espectrometria de masas con cromatografia liquida usando
un Shimadzu LCMS 2020 con una columna Phenomenex Kinetex (2,6 u C18 100 A). El complejo se concentré a 13,7
mg/ml y se usé para experimentos de cristalizacion.

Cristalizacion

El BC2-Nb sin ligando se cristalizé usando una difusion de vapor de gota colgante mezclando una solucion de proteina
de 3,2 mg/ml con tampodn de cristalizacion (MES 0,1 M/imidazol pH 6,7, 2-metil-2,4-pentanodiol al 12,5% [v/v] (MPD),
PEG 1000 al 7,5% [p/v], PEG 3350 al 7,5% [p/v], mezcla de alcohol 3 mM) en una relacién 1:1 a 20 ° C. El complejo
BC2-Nb/BC2T se cristalizd usando difusién de vapor de gota colgante,

mezclando una solucidon de complejo de 13,7 mg/ml con tampoén de cristalizacion (MES/imidazol 0,1 M pH 6,5, 2-
metil-2,4-pentanodiol al 12,5% [v/v] (MPD), PEG 1000 al 12,5% [p/v], PEG 3350 al 12,5% [p/v], mezcla de aminoacidos
4 mM) en una relacion 1:1 a 20 ° C. En ambos casos, los cristales se transfirieron a una solucion de cristalizacion que
contenia un 30% [v/v] de MPD para la crioproteccion, y se enfriaron rapidamente en nitrégeno liquido después de la
incubacion durante 30 s. Se recopilaron un conjunto de datos de BC2-Nb y cuatro conjuntos de datos del mismo cristal
del complejo de BC2-Nb/BC2T en diferentes posiciones con una longitud de onda del haz de 0,918409 A en la linea
de haz MX 14,2 de BESSY Il en el Helmholtz-Zentrum Berlin (HZB).

Los datos de rayos X se redujeron y, en el caso del complejo BC2-Nb/BC2T, se fusionaron usando el paquete XDS
[20]. Las fases iniciales para los datos de BC2-Nb se obtuvieron mediante reemplazo molecular utilizando PHASER
[21] con un modelo modificado de CHAINSAW [22,23] de un nanoanticuerpo (PDB 1D:2X10) que contenia solo la
region central. Después se resolvid la estructura del complejo BC2-Nb/BC2T utilizando la estructura BC2-Nb sin
ligando como modelo de busqueda en reemplazo molecular. Las dos estructuras se refinaron utilizando PHENIX.refine
[24], REFMACS5 [25] y COQOT [26]. Las dos estructuras se validaron con MOLPROBITY [27]. El diagrama de
Ramachandran muestra un 100% (BC2-Nb) y un 98,1% (complejo BC2-Nb/BC2T) en regiones favorecidas y un 100%
en regiones permitidas.

Visualizacion y analisis de estructuras

Las superposiciones de estructuras y el calculo de los valores de RMSD se realizaron utilizando la comparacion de
estructuras de Phenix. Las imagenes de las estructuras cristalinas se prepararon con PyMol (http://www.pymol.org).

Analisis de espectrometria de masas de especificidades de union con bibliotecas de péptidos de exploracién
posicional sintéticas

Para investigar la especificidad de unién de BC2T y mutantes derivados, se sintetizaron bibliotecas de péptidos para
cada posicién de aminoacidos de la secuencia PDRKAAVSHWQQ (SEQ ID NO: 4) con grupos acetilo y amida
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localizados en los extremos N o C respectivamente (Intavis). Se llevaron a cabo estudios de precipitacion incubando
60 pmol de péptido de una biblioteca de posicién unica con 2 pl de BC2-Nb inmovilizado en microesferas de agarosa.
Las incubaciones se realizaron en 300 yl de PBS/CHAPS al 0,01% durante 1 h en un HulaMixer (Life Technologies).
Después de una etapa de centrifugacion, se analizaron 10 uyl de sobrenadante en un procedimiento de LC-MS. Los
péptidos se separaron usando un sistema UltiMate3000 RSLCnano (Thermo Scientific), compuesto de una
Precolumna C18 PepMap100 u (300 ym x 5 mm; tamafio de particula: 5 um; tamario de poro: 100 A - Thermo Scientific)
y una columna analitica C18 (Columna Acclaim Rapid Separation LC (RSLC): 150 mm x 5 mm; tamafio de particula:
2,2 um; tamafio de poro: 100 A - Thermo Scientific). Se aplicd un gradiente escalonado comenzando en 8% y
terminando después de 20 minutos con 30% de eluyente B (80% de acetonitrilo, 20% de H20, 0,1% de acido férmico).
Los péptidos se analizaron usando una estrategia FULL-MS detectada por un espectrometro de masas Q Exactive
Plus (Thermo Scientific). Como tiempo de inyecciéon maximo, se eligieron 100 ms al establecer el objetivo AGC en
3E6. La resoluciéon se establecié en 70.000. Se hizo referencia a areas de sefial semimaxima para controlar los
enfoques de precipitacion usando un nanoanticuerpo especifico de GFP inmovilizado en microesferas de agarosa.
Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Cultivo y transfeccion celular

Se cultivaron células HEK293T y HeLa en DMEM (alto contenido de glucosa, piruvato) suplementado con FCS al 10%,
L-glutamina 2 mM y Strep Pen (todos de Gibco, Life Technologies). Las células se cultivaron a 37 ° C en una camara
humidificada con una atmdsfera con un 5% de CO; y se tripsinizaron para los pases. Para generar complejos de
ADN/PEI para la transfeccion transitoria en placas P100, se mezclaron 24 ug de ADN con 108 ul de polietilenimina
(PEI, Sigma Aldrich) prediluidos con 750 pl de Opti-MEM (Gibco, Life Technologies) y se incubaron durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Para la transfeccion de células en una placa de 96 pocillos, se usaron 200 ng de ADNy 1,5
ul de PEL

Generacion de fraccion proteica soluble a partir de células bacterianas

Se homogeneizaron sedimentos de células E. coli que expresaban GFP o GFPgc2t derivados de cultivo de 1 | durante
90 minutos a 4 ° C en 500 pl de PBS que contenia 0,1 mg/ml de lisozima, 5 yg/ml de DNasal, 50 yg/ml de PMSF y
mezcla de inhibidor de proteasa B 1x (Serva) seguido de sonicacién (10 pulsos de 10 segundos). Después de un paso
de centrifugacion (10 min a 18.000 xg, 4 ° C), la fraccidn de proteina soluble se transfirid a un nuevo recipiente y se
determind la concentracion de proteina de cada lisado usando Coomassie Plus de acuerdo con el protocolo del
fabricante (Thermo Fisher Scientific).

Resonancia del plasmén superficial

Las mediciones de afinidad del nanoanticuerpo BC2 y los mutantes indicados del mismo por GFPgczr se realizaron
utilizando espectroscopia de resonancia de plasmén superficial con un instrumento Biacore 3000 (GE-Healthcare). Se
acopld covalentemente GFPgc2t en fibras de dextrano de un chip sensor CM5 (GE Healthcare) a un nivel de respuesta
de 500 UR. Se activaron y bloquearon una celda de flujo en ausencia de proteina para determinar el efecto de fondo,
otra se cargd con GFP sin etiquetar como control frente a la union inespecifica. Para las mediciones cinéticas, se
inyectaron seis concentraciones que variaban de 7,8125 nM a 250 nM de BC2-Nb, BC2-Nbg1gss 0 BC2-Nbr1ose. Cada
medicion se realizé por duplicado. Como tampdn de ensayo/dilucién, se us6 HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM,
tensioactivo Tween al 0,5%. Las mediciones se realizaron a 25 ° C. Para la asociacién de BC2-Nb se aplicéd un caudal
de 50 pl/min durante 15 s y para la disociacién se aplicé un caudal de 50 yl/min durante 600 s. La regeneracion se
indujo por inyeccion de 23 pl de solucion de regeneracion a un caudal de 30 pl/min. Como solucién de regeneracion
se utilizo glicina-HCI 10 mM, pH 2,0. Los datos se evaluaron utilizando el software Bia evaluation 4.1 y el modelo de
union 1:1 de Langmuir con transferencia de masa.

SDS-PAGE e inmunotransferencia

La electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) desnaturalizante se realizé6 de acuerdo con procedimientos
convencionales. Se hirvieron muestras de proteina en tampén de muestra-SDS 2x (Tris/HCI 60 mM, pH 6,8; SDS al
2% (p/v); 2-mercaptoetanol al 5% (v/v), glicerol al 10% (v/v), azul de bromofenol al 0,02%). Para la
inmunotransferencia, las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories).

Anticuerpos

Para la inmunotransferencia se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anti-GFP clon 3H9 (ChromoTek), anti-
PCNA clon 16D10 (ChromoTek), anti-Vimentina clon V9 (Sigma Aldrich), anti-GAPDH (abcam), anti-p-catenina clon
14 (BD-Biosciences). Para la deteccion se usaron anticuerpos secundarios especificos de especie marcados con
fluoréforo (Alexa-647, cabra-anti-conejo, cabra anti-rata; cabra-anti-raton, Life Technologies). Las manchas de
transferencia se exploraron en el escaner laser Typhoon-Trio (GE Healthcare).

Inmunoprecipitacion de proteinas etiquetadas con BC2
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Se lavaron células HEK293T que expresaban de forma transitoria eGFP, e GFPgc2t 0 5c2reGFP, eGFP-PCNA, eGFP-
PCNAg1, mCherry-Vimentina, mCherry-Vimentinagcer y se recogieron en solucion salina tamponada con fosfato
(PBS), se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -20 ° C. Los sedimentos celulares se
homogeneizaron en 200 pl de tampon de lisis (Tris/CI 10 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, NP40 al 0.5%, 1 yg de DNasal,
MgCl 2 mM,, PMSF 2 mM, mezcla de inhibidor de proteasa M (Serva) 1x por pipeteo repetido durante 40 minutos en
hielo. Después de una etapa de centrifugacion (10 minutos a 18.000 xg), se determind la concentracion de proteina
de cada lisado usando un kit de ensayo de proteinas Pierce BCA (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con el protocolo
del fabricante y las soluciones de proteina se ajustaron con tampoén de dilucién (Tris/Cl 10 mM pH 7,5, NaCl 150 mM,
PMSF 2 mM) a una concentracion de 1 mg/ml. Se afiadi6é un 2% del sobrenadante al tampdn de muestra que contenia
SDS (denominado fraccion de entrada). Se afadieron 50 pl de nanotrap de BC2 (suspension) por 100 pl de
sobrenadante seguido de incubacién durante 1 h en un rotor de extremo a extremo a 4 ° C. Después de una etapa de
centrifugacion (2 min, 2500 xg), el sobrenadante previamente limpiado se transfirié a un nuevo recipiente. Se afadioé
un 2% al tampon de muestra que contenia SDS (denominado fraccién no unida). Después de cuatro pasos de lavado,
las proteinas unidas al nanotrap de BC2 se eluyeron hirviendo las microesferas en 50 pl de tampén de muestra-SDS
o mediante incubacion con tampones de elucion indicados. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE seguido de
inmunotransferencia. Las inmunotransferencias se sondearon con los anticuerpos indicados.

Inmunoprecipitacion en condiciones rigurosas

Para cada condicién, se mezclaron 50 pl de suspensién de microesferas con 100 ul de fracciéon de proteina soluble de
lisado de E. coli (c = 1 mg/ml) y 150 ul de una solucidén que contenia un detergente o un agente caotrépico, dando
como resultado una concentracion final como se indica a continuacion. Como agentes caotrépicos se usaron urea (0
M, 1 M, 2 M, 4 M) y cloruro de guanidinio (0 M, 0,375 M, 0,75 M, 1,5 M, 3 M) y como detergente se usé SDS (0%,
0,1 %, 0,5 %, 1%, 2%). Después de la incubacion en un rotor de extremo a extremo durante una horaa 4 ° Cy un
paso de centrifugacion (2 min, 2500 xg, 4 ° C) los sobrenadantes se descartaron y las microesferas restantes se
lavaron dos veces en PBS antes de hervir en 50 pyl de tampdn de muestra 2x. El 10% de cada fracciéon unida a las
microesferas (B) se analizé mediante SDS-PAGE e inmunotransferencia utilizando un anticuerpo anti-GFP.

Elucién de la proteina etiquetada con BC2 unida

Para los experimentos de elucién, se incubaron 40 pl de nanotrap de BC2 (suspension) con 400 pul de extracto de
proteina soluble (c = 1 mg/ml) derivado de células E. coli que expresaban GFPgczr durante 1 h a4 ° C en un rotor de
extremo a extremo. Después de un paso de centrifugacion (2500 xg, 4 ° C, 2 min), el sobrenadante se desechd y las
microesferas se lavaron cuatro veces en PBS enfriado con hielo, incluyendo un cambio de recipiente después de la
segunda fase de lavado. Posteriormente, las microesferas se sedimentaron y se incubaron con 80 pl de las condiciones
de elucion indicadas durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se han probado las siguientes condiciones de
elucion: elucién de péptido: Péptido BC2 0 mM, 0,01 mM, 0,1 mM o 1 mM disuelto en Tris/Cl 0,2 M pH 7,4, NaCl 150
mM; elucién acida: Glicina-HCI 0,2 M ajustada a pH 1, pH 2 o pH 3; elucién alcalina: NaOH 0 mM, 1 mM, 10 mM o 100
mM; elucion con tiocianato de sodio: NaSCN 0 M, 1 M, 2 M o 3 M. Los materiales eluidos se recogieron y se hirvieron
en tampdn de muestra que contenia SDS 1x y las perlas restantes se lavaron dos veces en PBS antes de hervir en
40 pl de tampdn de muestra 2x. EI 10% de cada fraccién de elucion (liberacion, R) y unida a las microesferas (unida,
B) se analizé6 mediante SDS-PAGE e inmunotransferencia usando un anticuerpo anti-GFP.

Tincién inmunofluorescente con nanoanticuerpo marcado con fluorescencia

El nanoanticuerpo BC2 purificado (1 mg) se marcé con los colorantes fluorescentes activados por NHS Alexa488 (Life
technologies) o Atto647 (Atto-Tec) de acuerdo con las directrices del fabricante. Después del acoplamiento, el
colorante no unido se elimind por separacion en columnas de desalacion PD-10 (GE Healthcare). Para el analisis por
inmunotransferencia, se diluyeron 5 ug de BC2-Nbarags en 4 ml de BSA al 3% diluido en TBS, Tween20 al 0,05% y las
transferencias de Western se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente.

Para inmunocitoquimica se transfectaron 5 - 10 x 10 células HelLa adherentes por pocillo de una placa de 96 pocillos
pClear (Greiner) con plasmidos que codificaban vimentina con etiqueta BC2 en el extremo C o PCNA. Después de
24 h, las células se lavaron una vez con PBS y se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% p/v en PBS durante 15
minutos a temperatura ambiente o con metanol durante 15 minutos a -20 ° C. Después de retirar el fijador y lavar dos
veces con PBS, las células se bloquearon y permeabilizaron con 3% p/v de BSA 'y 0,1% v/v de Triton X-100 en PBS
durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se afadidé nanoanticuerpo BC2 marcado con una
concentracion final de 10-15 pg/ml y 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma Aldrich) con una concentracion final de
1 pg/ml para la incubacion durante la noche a 4 ° C. El nanoanticuerpo no unido y el DAPI se eliminaron lavando 3
veces con una mezcla de PBS y 6% v/v de NaCl 5 M en H2O. Las imagenes de la Fig. 4 b y la Fig. 10 b se adquirieron
con un sistema Image Xpress micro XL. Las imagenes confocales de la Fig. 10 a se adquirieron con un ImageXpress
Micro Confocal.

Espectroscopia de fluorescencia
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Los ensayos de fluorescencia se realizaron mediante exploracién de una microplaca de 96 pocillos (Nunc) en un
Typhoon Trio (GE Healthcare Life Sciences), excitacion: 488 nm, ajustes del filtro de emision: 520 nm BP 40

Interferometria de biocapa

Las mediciones de afinidad de BC2-Nb por BC2T y las variaciones mejoradas pTag1 y pTag2 se realizaron mediante
interferometria de biocapa usando un instrumento del sistema BLItz (forteBIO). Los péptidos biotinilados de BC2T y
sus variaciones se inmovilizaron en biosensores de estreptavidina (forteBIO). El sensor cargado se sumergio
secuencialmente en tampoén BLitz (solucion salina tamponada con fosfato, BSA al 0,1% (m/v), Tween20 al 0,02% (v/v))
durante 120 s para determinar la sefal de la linea de referencia, en una solucién de BC2-Nb en tampoén BLltz
(concentracion de 5-50 nM) durante 120 s para determinar la asociacion y en tampén BLltz durante 600 s para
determinar la disociacion. La velocidad de agitacion fue de 1200 rpm. Como referencia, cada péptido también se incubd
con tampodn BLItz solo de acuerdo con el protocolo anterior. En un experimento de control, los biosensores de
estreptavidina se incubaron con BC2-Nb sin inmovilizacién previa de péptido. El sensor se regener6 mediante
inmersiones secuenciales en glicina 10 mM, pH 2,0 y tampén BLItz (repetido tres veces). Los datos de partida se
analizaron utilizando el software BLItz Pro (fortéBio) y un modelo de unién 1:1.
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<170> BiSSAP 1.3.6

<210>1

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido epitopo

<220>

<221> VARIANTE
<222>2

<223> K o una sustitucion

<220>

<221> VARIANTE

<222> 3

<223> A o R, o una sustitucién conservativa de Ao R

<220>

<221> VARIANTE

<222>5

<223>V o una sustitucion conservativa de V

<220>
<221> VARIANTE

<222>7
<223> H o una sustitucion conservativa de H

<400> 1

Arg Xaa Xaa Ala Xaa Ser Xaa Trp
1 5

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 800 069 T3

<210> 2

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido epitopo

<220>

<221> VARIANTE

<222> 2

<223> D o una sustitucion conservativa de D

<220>

<221> VARIANTE
<222>4

<223> K o una sustitucion

<220>
<221> VARIANTE
<222>5

<223> A o R, una sustitucion conservativa de Ao R

<220>

<221> VARIANTE

<222>7

<223>V o una sustituciéon conservativa de V

<220>

<221> VARIANTE

<222>9

<223> H o una sustitucion conservativa de H

<220>

<221> VARIANTE

<222> 11

<223> Q o una sustitucién conservativa de Q

<220>

<221> VARIANTE

<222>12

<223> Q o una sustitucién conservativa de Q

<400> 2

Pro Xaa Arg Xaa Xaa Ala Xaa Ser Xaa Trp Xaa Xaa

1 5

<210> 3

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido epitopo 8 aa

<400> 3

Arg Lys Ala Ala Val Ser His Trp
1 5

<210> 4
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<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido epitopo
<400> 4
Pro Asp Arg Lys Ala Ala Val Ser His Trp Gln Gln
1 5 10
<210>5
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido epitopo
<400> 5
Pro Val Arg Ser Ala Ala Leu Ser Gln Trp Ser Ser
1 5 10
<210> 6
<211>122
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> BC2-Nb
<400> 6
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro
1 5 10
Ser Leu Thr Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Leu Asp
20 25 30
Asp Ile Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu
35 40 45
Ser Cys Ile Asn Asn Ser Asp Asp Asp Thr Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Phe Met Asp Asn Ala Lys Asp Thr
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Ile Tyr
85 90
Ala Glu Ala Arg Gly Cys Lys Arg Gly Arg Tyr Glu Tyr Asp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210>7
<211> 25
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region marco 1 de BC2-Nb

<400> 7

34
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Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5

Ser Leu Thr Leu Ser Cys Thr Ala Ser

20

<210> 8

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de BC2-Nb

<400> 8

Gly Phe Thr Leu Asp His Tyr Asp

1

<210>9

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region marco 2 de BC2-Nb

<400> 9

Ile Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Gly Val Ser
15

1 5
Cys

<210> 10

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de BC2-Nb

<400> 10

Ile Asn Asn Ser Asp Asp Asp Thr Tyr

1 5

<210> 11

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region marco 3 de BC2-Nb

<400> 11

25

5

35

10

10

15
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Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Phe Met Asp Asn Ala
1 5 10 15
Lys Asp Thr Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr
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20 25
Ala Ile Tyr Tyr Cys Ala Glu
35

<210> 12

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDRS3 de BC2-Nb

<400> 12

Ala Arg Gly Cys Lys Arg Gly Arg Tyr Glu Tyr Asp Phe Trp

1 5 10

<210> 13

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region marco 4 de BC2-Nb

<400> 13

Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 14

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido epitopo 10 aa

<400> 14

Pro Asp Arg Lys Ala Ala Val Ser His Trp
1 5 10

<210> 15

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo GFP (BC2T)

<400> 15
gcaccatgga tggtgagcaa gggcgagg 28

<210> 16
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
36
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<220>
<223> Cebador inverso GFP (BC2T)

<400> 16
gacgtcgact tactgctgcc agtgactaac a 31

<210> 17

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo His6-GFP (BC2T)

<400> 17
cagggatccg agtgagcaag ggc 23

<210> 18

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso His6-GFP (BC2T)

<400> 18
cagggtacct tactgctgcc agtgactaa 29

<210> 19

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo GFP BC2Tmut

<400> 19
ggatccgatg gtgagcaagg gcgag 25

<210> 20

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso GFP (BC2Tmut)

<400> 20

ggtaccttag ctgctccact ggctcagcecge cgcegectccgg accggettgt acagetcegte

catgc

<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo His6-GFP (BC2T-10)

<400> 21
37
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ccccggatce gatggtgage aagggcgagg 30

<210> 22

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso His6-GFP (BC2T-10)

<400> 22

cceccggtace ttaccaatgt gacaccgetg ctttgeggte aggettgtac agetcegteca
tgce

<210> 23

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo His6-GFP (BC2T-8)

<400> 23
ccccggatce gatggtgage aagggcgagg 30

<210> 24

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso His6-GFP (BC2T-8)

<400> 24
ccccggtacc ttaccagtgg gaaacggctg ctttacgctt gtacagcetcg tccatg 56

<210> 25
<211> 27

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo eGFP (BC2T)

<400> 25
aagctagcgc taccggtcgce caccatg 27

<210> 26

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso eGFP (BC2T)

<400> 26

aaggtacctt attgctgcca gtgactaaca gccgetttte tgtctggett gtacagetceg

tc

38

60
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<210> 27

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Nhel - BC2T - Bglll

<400> 27
gctagcatgc ccgatcgtaa ggctgeggtc tctcattgge aacagagatc t

<210> 28

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo mCherry-Vimentina (BC2T)

<400> 28
aaaagcttag gtggaggagg ttcttccacc aggtccgtgt ¢

<210> 29

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso mCherry-Vimentina (BC2T)

<400> 29

aaggtaccct attgctgcca gtgactaaca gccgetttte tgtctggttc aaggtcatcg

tg

<210> 30

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo GFP-PCNA (BC2T)

<400> 30
gtatggcttc gtggggatcc ccg
<210> 31
<211>78

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso GFP-PCNA (BC2T)

<400> 31

39
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ggggtctaga ctaaaggtac cctattgctg ccagtgacta acagccgectt ttctgtetgg

agatccttct tcatcctce

<210> 32

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido epitopo

<220>

<221> VARIANTE
<222>1
<223>PoA

<220>

<221> VARIANTE

<222> 2

<223> D o una sustitucion conservativa de D

<220>

<221> VARIANTE
<222>4

<223> K o una sustitucion

<220>
<221> VARIANTE
<222>5

<223> A o R, o una sustitucién conservativa de Ao R

<220>

<221> VARIANTE

<222>7

<223>V o una sustituciéon conservativa de V

<220>

<221> VARIANTE

<222>9

<223> H o una sustitucion conservativa de H

<220>

<221> VARIANTE

<222> 11

<223> Q o una sustitucién conservativa de Q

<220>

<221> VARIANTE

<222>12

<223> Q o una sustitucién conservativa de Q

<400> 32

Xaa Xaa Arg Xaa Xaa Ala Xaa Ser Xaa Trp Xaa Xaa

1 5

<210> 33

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Péptido epitopo

<400> 33

Pro Asp Arg Val Arg Ala Val Ser His Trp Ser Ser

1 5

<210> 34

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido epitopo

<400> 34

Ala Asp Arg Val Arg Ala Val Ser His Trp Ser Ser

1 5

<210> 35

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mCherry_BC2T_dir

<400> 35
gtacagtggt ccggatcgca aagcggeggt gagccattgg cagcagtaaa

<210> 36

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mCherry_BC2T _inv

<400> 36
agcttttact gctgccaatg gctcaccgcece getttgcgat ccggaccact

<210> 37

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mCherry_SEQ33_dir

<400> 37
gtacagtggt ccggatcgceg tgcgegeggt gagecattgg agcagctaaa

<210> 38

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mCherry_SEQ33_inv

41

10

10

50

50
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<400> 38
agcttttagc tgctccaatg gctcaccgeg cgcacgcegat ccggaccact

<210> 39

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mCherry_SEQ34_dir

<400> 39

gtacagtggt gcggatcgeg tgcgcgeggt gagccattgg agcagctaaa

<210> 40

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mCherry_SEQ34_inv

<400> 40
agcttttagc tgctccaatg gctcaccgeg cgcacgegat ccgcaccact

<210> 41

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mCherry_BC2T_dir2

<400> 41
tatgccggat cgcaaagcgg cggtgagceca ttggcagcag ggcteg

<210> 42

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mCherry_BC2T _inv2

<400> 42
gatccgagcc ctgctgecaa tggctcaccg ccgctttgeg atccggcea

<210> 43

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mCherry_SEQ33_dir2

<400> 43
tatgccggat cgegtgegeg cggtgageca ttggagcagce ggcetcg
<210> 44
<211>48

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
42

50

50

50

46

48
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<223> mCherry_SEQ33_inv2

<400> 44
gatccgagcc gctgcetccaa tggctcaccg cgecgcacgceg atccggea

<210> 45

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mCherry_SEQ34_dir2

<400> 45
tatggcggat cgcgtgegeg cggtgagceca ttggagcagce ggceteg

<210> 46

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mCherry_SEQ34_inv2

<400> 46
gatccgagcc getgcetccaa tggctcaccg cgegcacgeg atccgeca

43

48

46

48
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REIVINDICACIONES

1. Péptido epitopo aislado que tiene de 12 a 25 aminoacidos, en donde la secuencia de aminoacidos comprende una
secuencia segun se define en SEQ ID NO: 32 (X1X2RXsXsAX7SXoWX11X12),

en donde X1 puede ser P o A,

en donde X; puede ser D o una sustitucion conservativa de D;

en donde X4 puede ser K, o una sustitucion conservativa de K o serina;

en donde Xs puede ser A 0 R, o una sustituciéon conservativa de A o R;

en donde X7 puede ser V o una sustitucion conservativa de V,

en donde Xy puede ser H o una sustitucion conservativa de H,

en donde X141y X2 puede ser Q o una sustitucion conservativa de Q,

en donde el péptido epitopo aislado no comprende una secuencia de aminoacidos como la definida por la SEQ ID NO:
3 (RKAAVSHW).

2. Péptido epitopo aislado que tiene una secuencia de aminoacidos definida por la SEC ID NO: 5 (PVRSAALSQWSS),
0 que tiene una secuencia de aminoacidos definida por SEQ ID NO: 33 (PDRVRAVSHWSS), o que tiene una
secuencia de aminoacidos definida en la SEQ ID NO: 34 (ADRVRAVSHWSS).

3. Uso del péptido epitopo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 como una etiqueta de epitopo N-terminal o C-
terminal.

4. Construccion que consiste en un polipéptido y al menos un péptido epitopo segun se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 2 en su extremo N-terminal o C-terminal.

5. Acido nucleico que codifica un péptido epitopo aislado segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2,
en donde opcionalmente el acido nucleico es ARN, ADN, APN o LNA (siglas en inglés de acido nucleico bloqueado).

6. Construccion de expresion de acido nucleico que comprende al menos un acido nucleico de la reivindicacion 5, y
opcionalmente un acido nucleico que codifica un polipéptido de interés y/o al menos un engarce.

7. Construccion de expresion de acido nucleico de la reivindicacion 6, que comprende ademas un engarce, en donde
el engarce comprende opcionalmente una secuencia de acido nucleico que codifica un sitio de escisién o un sitio
reconocido por una enzima localizada adyacente al acido nucleico de la reivindicacion 5, en donde opcionalmente el
sitio de escision es reconocido por una enzima proteasa.

8. Célula hospedadora que comprende un acido nucleico segun se define en la reivindicacion 5, o una construccion
de expresidon de acido nucleico segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7; en donde la célula
hospedadora se selecciona opcionalmente del grupo que comprende una célula procariota, célula eucariota, célula
bacteriana, una célula vegetal, una célula fungica, una célula de nematodo, una célula de ave, una célula de pez, una
célula de levadura, una célula de insecto y una célula de mamifero.

9. Método para introducir un acido nucleico segun se define en la reivindicacion 5, o una construccion de expresion de
acido nucleico segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7, en una célula hospedadora, en donde el
acido nucleico se fusiona al acido nucleico que codifica un polipéptido de interés en la célula hospedadora,
seleccionandose el método del grupo que comprende la edicién del genoma con CRISPR/Cas, métodos de edicion
del genoma utilizando nucleasas de dedos de zinc (ZFN), nucleasas efectoras de actividad similar a activadores de la
transcripcion (TALEN) o meganucleasas, métodos basados en reactivos que utilizan reactivos tales como lipidos
catiénicos, fosfato de calcio o DEAE-dextrano, transduccion, transfeccion y métodos basados en instrumentos tales
como la electroporacién, microinyeccion y laserfeccion.

10. Método in vitro para determinar la presencia, localizacion subcelular y/o cantidad de un polipéptido de interés que
comprende un péptido epitopo segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, que comprende las
siguientes etapas:

a) administrar un ligando de afinidad capaz de unir especificamente el péptido epitopo a una muestra, a una célula
hospedadora segun se define en la reivindicacion 8, o a un lisado celular de una célula hospedadora segun se
define en la reivindicacion 8, en donde el ligando de afinidad comprende una porcién detectable;

b) determinar la presencia, localizacion subcelular y/o cantidad del polipéptido de interés que comprende el péptido
epitopo mediante la deteccién de la porcién detectable.

11. Método in vitro para determinar la presencia, localizacion subcelular y/o cantidad de un polipéptido de interés que
comprende un péptido epitopo como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, que comprende las
siguientes etapas:

a) administrar un ligando de afinidad capaz de unir especificamente el péptido epitopo a una muestra, a una célula
44
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hospedadora como se define en la reivindicacion 8, o a un lisado celular de una célula hospedadora como se define
en la reivindicacion 8;

b) administrar al menos una pareja de union secundaria capaz de unirse al ligando de afinidad, al polipéptido
etiquetado o al complejo construido por ambos, del paso a), en donde la pareja de unién secundaria comprende
una porcioén detectable y/o una porcién inmovilizada o inmovilizable;

c) determinar la presencia, localizacion subcelular y/o cantidad del polipéptido de interés que comprende el péptido
epitopo mediante la deteccién de la porcién detectable.

12. Método de la reivindicaciéon 10 u 11, en donde la porcién detectable es un marcador fluorescente, en donde la
determinacion se lleva a cabo midiendo el nivel de fluorescencia; o en donde la determinacién de la presencia y/o
cantidad del polipéptido de interés que comprende el péptido epitopo se lleva a cabo mediante transferencia de
Western.

13. Método para purificar una construccion seguin se define en la reivindicacion 4 o un polipéptido de interés que
comprende un péptido epitopo segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde el método
comprende las etapas de

a) poner en contacto una muestra que comprende la construccion o el polipéptido de interés con un ligando de
afinidad capaz de unirse especificamente al péptido epitopo, en donde opcionalmente antes o después de la unién,
el ligando de afinidad se une a un soporte sdlido;

b) poner en contacto opcionalmente la muestra obtenida después del paso a) con una pareja de unién secundaria
capaz de unirse al ligando de afinidad, al polipéptido etiquetado o al complejo construido por ambos, del paso a),
en donde la pareja de unién secundaria antes o después de la unién, se une a un soporte solido;

c) lavar el soporte solido del paso a) o b) para eliminar los componentes no unidos y unidos de forma inespecifica;
y, opcionalmente,

d) eluir la construccion o el polipéptido de interés.

14. Método de la reivindicacion 13, en donde la muestra de la etapa a) es un lisado de una célula hospedadora segun
se define en la reivindicacion 8 que comprende una construccion de acido nucleico segun se define en la reivindicacion
6 0 7, en donde el método comprende ademas el paso €) que sigue o sustituye al paso d) de la reivindicacion 13, en
donde el péptido epitopo se elimina del polipéptido de interés mediante escisiéon con una proteasa.

15. Método de cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en donde el ligando de afinidad es un anticuerpo, en donde
el anticuerpo es un fragmento de un anticuerpo de dominio Unico, en donde el fragmento de un anticuerpo de dominio
unico comprende una secuencia de aminoacidos que comprende la regién marco 1, la CDR1, la region marco 2 segun
se define en la SEQ ID NO: 9, la CDR2, la regién marco 3, la CDR3 y la regiéon marco 4, en donde la CDR3 tiene la
secuencia de aminoacidos definida en la SEQ ID NO: 12, y en donde la cisteina presente en la regién marco 2 es
capaz de formar un puente disulfuro con la cisteina presente en la CDR3.

16. Método de cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en donde el ligando de afinidad es un anticuerpo, en donde
el anticuerpo es un fragmento de un anticuerpo de dominio Unico, en donde el fragmento de un anticuerpo de dominio
Unico comprende una secuencia de aminoacidos segun se define en SEQ ID NO: 6.

17. Kit para capturar y/o detectar un polipéptido que comprende

a) un acido nucleico segun se define en la reivindicacion 5, o una construccion de expresion de acido nucleico
segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7;

b) un ligando de afinidad que se une especificamente a un péptido epitopo segun se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 2, en donde el ligando de afinidad comprende opcionalmente una porcién detectable, en donde
opcionalmente la porcidon detectable es un marcador fluorescente; en donde opcionalmente el ligando de afinidad
es un ligando de afinidad segun se define en la reivindicacion 15 o 16;

c) opcionalmente, una pareja de unién secundaria especifico para el ligando de afinidad, al polipéptido etiquetado
o al complejo construido por ambos, en donde la pareja de unidén secundaria comprende una porcién detectable
y/o una porcién inmovilizada o inmovilizable; y

d) tampones y reactivos necesarios para un método segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16.

18. Kit para capturar y/o purificar un polipéptido que comprende

a) un acido nucleico segun se define en la reivindicacion 5, o una construccion de expresion de acido nucleico
segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7;

b) un ligando de afinidad que se une especificamente a un péptido epitopo seguin se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 2, en donde opcionalmente el ligando de afinidad esta unido a un soporte sdlido;

c) opcionalmente una pareja de unién secundaria especifica para el ligando de afinidad, el polipéptido etiquetado
o el complejo construido por ambos, en donde la pareja de unién secundaria esta unida a un soporte sdlido o es
inmovilizable; y
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d) opcionalmente, un péptido epitopo aislado segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2;
e) opcionalmente, un soporte soélido, en donde opcionalmente el soporte sélido se selecciona del grupo que
comprende poliestireno, polipropileno, cloruro de polivinilo, poliacrilamida, celulosas, dextranos, polimeros y
copolimeros sintéticos, latex, silice, agarosa, metal, vidrio y carbono; y

5 f) tampones y reactivos necesarios para un método segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16.

19. Uso de un fragmento de un anticuerpo de dominio Unico que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende la regién marco 1, la CDR1, la region marco 2 como se define en la SEQ ID NO: 9, la CDR2, la region
marco 3, la CDR3 y la regién marco 4, en donde la CDR3 tiene la secuencia de aminoacidos segun se define en SEQ

10 ID NO: 12, y en donde la cisteina presente en la regidon marco 2 es capaz de formar un puente disulfuro con la cisteina
presente en la CDR3, para detectar, capturar y/o purificar un polipéptido que comprende al menos un epitopo segun
se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2.

20. Uso de la reivindicacion 19, en donde el fragmento de un anticuerpo de dominio Unico comprende una secuencia
15 de aminoacidos segun se define en SEQ ID NO: 6.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
a
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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