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DESCRIPCIÓN

Evolución in vitro continua.

Campo de la invención

La presente invención se refiere a un método para mutar y seleccionar proteínas de unión diana en un sistema de
traducción; y a un constructo de polinucleótido para su uso en este método. El método de la presente invención puede
aplicarse a la generación de moléculas de utilidad diagnóstica y terapéutica.

Antecedentes de la invención

La evolución in vitro de proteínas implica introducir mutaciones en secuencias de genes conocidas para producir
una biblioteca de secuencias mutantes, traducir las secuencias para producir proteínas mutantes y entonces seleccionar
proteínas mutantes con las propiedades deseadas. Este procedimiento tiene el potencial para generar proteínas con
utilidades diagnósticas y terapéuticas mejoradas. Desafortunadamente, sin embargo, el potencial de este procedimiento
se ha visto limitado por las deficiencias en los métodos actualmente disponibles para la mutación y la generación de
bibliotecas.

Por ejemplo, ha resultado difícil la generación de grandes bibliotecas (por ejemplo, más allá de un tamaño de
biblioteca de 1010) de genes individuales únicos y sus proteínas codificadas con sistemas de presentación en fago
debido a limitaciones en la eficiencia de transformación. Una desventaja adicional es que los métodos que utilizan los
sistemas de presentación en fago (figura 1) requieren varias etapas secuenciales de mutación, amplificación, selección
y mutación adicional (Irving et al., 1996; Krebber et al., 1995; Stemmer, 1994; Winter et al., 1994).

Ejemplos de procedimientos que se han usado hasta la fecha para la maduración de la afinidad de proteínas selec-
cionadas, y particularmente para la maduración de la afinidad de anticuerpos, se exponen en la tabla 1. Todos estos
métodos se basan en la mutación de genes seguida de la presentación y la selección de las proteínas codificadas. La
mutación particular que se elige determina la diversidad en la biblioteca génica resultante. Las estrategias in vitro
(tabla 1) se ven muy limitadas por la eficacia en la transformación de genes mutados en la formación de una biblioteca
de presentación en fago. En un procedimiento cíclico in vivo (tabla 1 n.º 1), las células mutadoras de E. coli fueron
el vehículo para la mutación de genes de anticuerpos recombinantes. Las células mutadoras de E. coli MUTD5-FIT
(Irving et al., 1996) que llevan un gen DNAQ mutado podrían usarse como la fuente de los extractos S-30 y por tan-
to permitir mutaciones introducidas en el ADN durante la replicación como resultado de errores de corrección. Sin
embargo, las tasas de mutación son bajas en comparación con la tasa requerida. Por ejemplo, mutar 20 residuos con
la permutación completa de 20 aminoácidos requiere un tamaño de biblioteca de 1x1026, una tarea extremadamente
difícil con la metodología de presentación en fago actualmente disponible.

TABLA 1

Estrategias de maduración de la afinidad
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Un método de selección que permite la producción in vitro de bibliotecas complejas de mutantes que están evo-
lucionando (mutando) continuamente y a partir de las cuales puede seleccionarse el gen deseado, proporcionaría por
tanto un medio mejorado de maduración (aumento) de la afinidad de proteínas.

Sistemas de transcripción y traducción acopladas in vitro

Se conoce bien que un plásmido de ADN que contiene un gen de interés puede actuar como molde para la trans-
cripción cuando se controla mediante un elemento de control tal como el promotor T7. También se conoce que pueden
usarse sistemas libres de células acoplados para transcribir ARNm y traducir el ARNm en péptidos simultáneamente
(Baranov et al. 1993; Kudilicki et al. 1992; Kolosov et al. 1992; Morozov et al. 1993; Ryabova et al. 1989, 1994;
Spirin 1990; documento US 5556769; documento US5643768; He y Taussig 1997). La fuente de sistemas libres de
células generalmente ha sido extractos S-30 de E. coli (Mattheakis 1994; Zubay 1973) para procariotas y lisados
de reticulocitos de conejo para eucariotas. También se han notificado sistemas acoplados de transcripción/traducción
(documento US 5492817; documento US 5665563; documento US 5324637) que implican extractos libres de células
procariotas (Mattheakis et al. 1994) y extractos libres de células eucariotas (documento US 5492817; documento US
5665563) que tienen diferentes requisitos para la transcripción y la traducción eficaces. Además, existen requisitos
para el plegamiento correcto de las proteínas traducidas en los sistemas procariotas y eucariotas. Para procariotas,
pueden requerirse disulfuro isomerasa de proteínas (PDI) y chaperonas. Generalmente en procariotas, las proteínas
traducidas se pliegan tras su liberación del ribosoma; sin embargo, para el plegamiento correcto de la proteína recién
traducida unida (ligada) al ribosoma también puede ser necesario un anclaje C terminal. Un anclaje es un espaciador
de polipéptido que une el/los dominio(s) de proteína recién traducida al ribosoma. El anclaje puede ser un dominio
de proteína completa tal como una región constante de inmunoglobulina. Completamente al contrario de esto, en los
sistemas eucariotas la proteína se pliega a medida que se sintetiza y no requiere de la adición de PDI y chapero-
nas de procariotas. Sin embargo, un anclaje puede ser beneficioso en sistemas eucariotas para el espaciado de, y el
plegamiento correcto de la proteína recién traducida unida (ligada) al ribosoma.

En la superficie de los ribosomas se han presentado polipéptidos sintetizados de novo en sistemas acoplados libres
de células, dado que por ejemplo en ausencia de un codón de parada el polipéptido no se libera del ribosoma. Para
fines de selección puede usarse el complejo de proteínas de ribosoma de ARNm. Este sistema imita el procedimiento
de presentación en fago y selección y se muestra en la figura 1. Las características requeridas para la presentación
óptima en ribosomas se han descrito por Hanes y Pluckthun (1997). Estas características incluyen la eliminación de
codones de parada. Sin embargo, la eliminación de codones de parada da como resultado la adición de sitios sensibles
a proteasa en el extremo C terminal de la proteína recién traducida codificada por una estructura de tipo ARNt de ssrA.
Esto puede evitarse mediante la inclusión de oligonucleótidos de ssrA antisentido (Keiler et al 1996).

ARN polimerasas dirigidas por ARN

El bacteriófago Qβ es un fago de ARN con una replicasa eficaz (las ARN polimerasas dependientes de ARN se
denominan replicasas o sintetasas) para replicar el genoma monocatenario de colifago Qβ. La Qβ replicasa es propensa
a error e introduce mutaciones en el ARN calculadas in vivo en 103-104 bases. La fidelidad de la Qβ replicasa es baja
y está fuertemente sesgada para replicar su molde (Rohde et al. 1995). Estas enseñanzas indican que la replicación
durante un periodo prolongado conduce a la acumulación de cadenas mutadas no adecuadas para la síntesis de una
proteína deseada. Tanto las cadenas + como - sirven como moldes para la replicasa; sin embargo, para el genoma viral
la cadena + se une mediante la Qβ replicasa y se usa como el molde para la cadena complementaria (-). Con el fin
que se produzca la replicación del ARN, la replicasa requiere elementos estructurales/secuencia de ARN específicos
que se han definido bien (Brown y Gold 1995; Brown y Gold 1996). Una reacción que contiene 0,14 femtogramos de
ARN recombinante produce 129 nanogramos en 30 minutos (Lizardi et al. 1988).

Se conoce que las ARN polimerasas dirigidas por ARN replican ARN de manera exponencial en moldes compati-
bles. Los moldes compatibles son moléculas de ARN con estructura secundaria tal como la observada en ARN MDV-
1 (Nishihara, T., et al. 1983). Con respecto a esto, se ha descrito un vector para construir ARNm amplificables ya que
éste tiene las secuencias y la estructura secundaria (ARN MDV-1) requeridas para la replicación y se replica in vitro
de la misma manera que el ARN genómico de Qβ. La secuencia de ARN MDV-1 (un molde que se produce de manera
natural para la Qβ replicasa) es uno de varios moldes naturales compatibles con la amplificación del ARN mediante
la Qβ replicasa (documento US-4786600); tiene estructuras de tipo ARNt en su extremo terminal que son similares
a las estructuras que aparecen en los extremos de la mayoría de los ARN de fago que aumentan la estabilidad de
las secuencias de ARNm incrustadas. La linealización del plásmido le permite actuar como un molde para la síntesis
de más ARN MDV-1 recombinante. (Lizardi et al. 1988). Las enseñanzas en la técnica muestran que la replicación
prolongada con Qβ replicasa de un gen foráneo requiere que éste se incruste como ARN dentro de uno de los moldes
que se producen de manera natural tales como ARN MDV-1.

Sumario de la invención

Los presentes inventores han encontrado ahora que las ARN polimerasas dirigidas por ARN introducen mutaciones
en moléculas de ARNm sintetizadas durante la replicación de tal manera que se crea una biblioteca de moléculas
de ARNm en evolución (mutadas). Estas moléculas de ARNm mutadas varían en tamaño debido a inserciones y
deleciones así como a mutaciones puntuales y pueden traducirse in vitro de manera que se presentan las proteínas
correspondientes, por ejemplo, en un complejo ternario que comprende ribosoma, ARNm, y proteína sintetizada de
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novo codificada por el ARNm. Los presentes inventores también han identificado las condiciones en las que una
gran proporción de proteínas generadas mediante el procedimiento de presentación en ribosoma están en una forma
funcional, correctamente plegada. Además, los presentes inventores han identificado condiciones en las que la replicasa
de fago Qβ puede funcionar en sistemas de transcripción/traducción acopladas eucariotas para amplificar moldes de
ARN, incorporando mutaciones en el ARNm.

Las moléculas de ARNm en el sistema de transcripción/traducción preferido de la presente invención están en un
procedimiento cíclico continuo de replicación/mutación/traducción que conduce a un procedimiento de evolución in
vitro continua (CIVE).

Este procedimiento de CIVE proporciona un método novedoso para la evolución in vitro de proteínas que evita la
limitación de números, tamaño de biblioteca y etapas que requieren mucho tiempo inherentes en los procedimientos
de maduración de la afinidad anteriores.

Por consiguiente, en un primer aspecto la presente invención proporciona un método para la mutación, síntesis y
selección de una proteína que se une a una molécula diana, comprendiendo el método:

(a) incubar una molécula de ARNm replicable que codifica para la proteína con los precursores de ribonucleósido
trifosfato de ARN y una ARN polimerasa dirigida por ARN, en el que la ARN polimerasa dirigida por ARN replica
la molécula de ARNm pero introduce mutaciones generando de ese modo una población de moléculas de ARNm
mutante;

(b) incubar las moléculas de ARNm mutante de la etapa (a) con un sistema de traducción en condiciones que
den como resultado la síntesis de una población de proteínas mutantes de manera que tras la traducción, las proteí-
nas mutantes se unan a sus moléculas de ARN codificantes formando de ese modo una población de complejos de
ARNm/proteína mutante;

(c) seleccionar uno o más complejo(s) de ARNm/proteína mutante exponiendo la población de complejos de
ARNm/proteína mutante de la etapa (b) a la molécula diana y recuperando el/los complejo(s) de ARNm/proteína
mutante unido(s) a la misma; y

(d) liberar opcionalmente las moléculas de ARNm del/de los complejo(s).

En un segundo aspecto la presente invención proporciona un método para la mutación, síntesis y selección de una
proteína que se une a una molécula diana que incluye:

(b) incubar las moléculas de ARNm mutante de la etapa (a) con un sistema de traducción en condiciones que dan
como resultado la síntesis de una población de proteínas mutantes de manera que tras la traducción, las proteínas
mutantes se unen a sus moléculas de ARNm codificantes formando de ese modo una población de complejos de
ARNm/proteína mutante;

(c) seleccionar uno o más complejo(s) de ARNm/proteína mutante exponiendo la población de complejos de
ARNm/proteína mutante de la etapa (b) a la molécula diana;

(d) repetir las etapas (a) a (c) una o más veces, en el que la molécula de ARNm usada en la etapa (a) es el ARNm
obtenido de complejo(s) seleccionado(s) en la etapa (c);

(e) recuperar complejos de proteína mutante unidos a la(s) molécula(s) diana; y

(f) liberar o recuperar opcionalmente las moléculas de ARNm del/de los complejo(s).

El ARNm de la etapa (d) puede reciclarse a través de las etapas (a) a (c) sin purificación o aislamiento del sistema
de traducción.

En una realización, el ARNm de la etapa (d) se recicla mediante la etapa (a) mientras que se une el ARNm al/a los
complejo(s) obtenido(s) en la etapa (c). En otra realización, se libera el ARNm del/de los complejo(s) obtenido(s) en
la etapa (c) antes de reciclar. Puede liberarse el ARNm de los complejos mediante cualquier mecanismo adecuado. El
mecanismo puede incluir elevar la temperatura de la incubación, o cambiar la concentración de los compuestos usados
para mantener los complejos intactos.

En el contexto de la presente invención, puede reciclarse el ARNm a través de las etapas (a) a (c) mediante
etapas manuales, secuenciales. Sin embargo, en una realización preferida, se llevan a cabo las etapas (a), (b), (c) y (d)
simultáneamente en un recipiente de reacción de una sola cámara o de múltiples cámaras y el reciclado se produce de
manera automática dentro del recipiente.

En el contexto de la presente invención, puede reciclarse el ARNm a través de las etapas (a) a (c) mediante
etapas manuales, secuenciales. Sin embargo, en una realización preferida, las etapas (a), (b), (c) y (d) se llevan a cabo
simultáneamente en un sólo recipiente de reacción y el reciclado se produce automáticamente dentro del recipiente.
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En otra realización del segundo aspecto, se aísla el ARNm de la etapa (d). El ARNm aislado puede transcri-
birse en ADNc. El ADNc resultante puede clonarse en un vector adecuado para la expresión de la proteína codifi-
cada.

Los expertos en la técnica apreciarán que puede usarse cualquier complejo adecuado para unir las proteínas tradu-
cidas a sus ARNm codificantes. Por ejemplo, el complejo puede ser una mitocondria u otro orgánulo celular adecuado
para la presentación de proteínas. En una realización preferida, el complejo es un complejo ribosómico ternario intac-
to. El complejo ribosómico preferiblemente comprende al menos un ribosoma, al menos una molécula de ARNm y
al menos un polipéptido traducido. Este complejo permite la “presentación en ribosoma” de la proteína traducida. Se
conocen condiciones que son adecuadas para mantener los complejos ribosómicos ternarios intactos tras la traducción.
Por ejemplo, la deleción u omisión del codón de parada de la traducción del extremo 3’ de la secuencia codificante
da como resultado el mantenimiento de un complejo ribosómico ternario intacto. Puede añadirse esparsomicina o
compuestos similares para evitar la disociación del complejo ribosómico. El mantenimiento de las concentraciones es-
pecíficas de las sales de magnesio y la disminución de los niveles de GTP también pueden contribuir al mantenimiento
del complejo ribosómico intacto.

Los expertos en la técnica apreciarán que realizaciones preferidas de la presente invención implican la replicación-
traducción-selección acopladas en un procedimiento discontinuo de reciclado, y preferiblemente, en un procedimiento
de flujo continuo (véase, por ejemplo, la figura 4). En la técnica se conocen el equipo y procedimientos de flujo
continuo para traducción o transcripción-traducción y pueden adaptarse a los métodos de esta invención cambiando la
composición de los materiales o condiciones tales como la temperatura en el reactor. Varios sistemas y sus métodos de
funcionamiento se revisan en Spirin, A. S. (1991). Publicaciones pertinentes adicionales incluyen Spirin et al. (1988);
Rattat et al. (1990); Baranov et al. (1989); Ryabova et al., (1989); y Kigawa et al. (1991).

“Sistema de traducción” se refiere a una mezcla que comprende ribosomas, enzimas solubles, ARN de transferen-
cia, y un sistema que regenera energía que puede sintetizar proteínas codificadas por moléculas de ARNm exógeno.

En una realización preferida, el sistema de traducción es un sistema de traducción libre de células. La traducción
según esta realización no se limita a ningún sistema de traducción libre de células particular. El sistema puede derivarse
de un eucariota, procariota o una combinación de los mismos. Puede usarse un extracto bruto, un extracto parcialmente
purificado o un extracto altamente purificado. Pueden sustituirse componentes sintéticos por componentes naturales.
Están disponibles numerosas alternativas y se describen en la bibliografía. Véase por ejemplo, Spirin (1990b). Los
sistemas de traducción libres de células también están comercialmente disponibles. En una realización de la presente
invención, el sistema de traducción libre de células utiliza un extracto S-30 de Escherichia coli. En otra realización, el
sistema de traducción libre de células utiliza un lisado de reticulocitos, preferiblemente un lisado de reticulocitos de
conejo.

El sistema de traducción también puede comprender compuestos que mejoran el plegamiento de proteínas. Para
este fin, los presentes inventores han identificado las condiciones en las que se genera un aumento de la proporción de
proteínas producidas mediante el procedimiento de presentación en ribosoma de una forma plegada, funcional. Estas
condiciones incluyen la adición de glutatión reducido y/u oxidado al sistema de traducción a una concentración de
entre 0,1 mM y 10 mM. Preferiblemente, el sistema de traducción comprende glutatión oxidado a una concentración
de entre 2 mM y 5 mM. Preferiblemente, el sistema de traducción comprende glutatión oxidado a una concentración
de aproximadamente 2 mM y glutatión reducido a una concentración de entre 0,5 mM y 5 mM.

En otra realización de la presente invención el sistema de traducción consiste en o comprende una célula o com-
partimento dentro de una célula. La célula puede derivarse de un eucariota o un procariota.

Se han aislado varias ARN polimerasas dirigidas por ARN (conocidas de otro modo como replicasas o ARN
sintetasas) conocidas en la técnica y son adecuadas para su uso en el método de la presente invención. Ejemplos de
éstas incluyen ARN polimerasas de bacteriófago, ARN polimerasas de virus de plantas y ARN polimerasas de virus
de animales. En una realización preferida de la presente invención, la ARN polimerasa dirigida por ARN introduce
mutaciones en la molécula de ARN replicada a una frecuencia relativamente alta, preferiblemente a una frecuencia de
al menos una mutación en 104 bases, más preferiblemente una mutación en 103 bases. En una realización más preferida,
la ARN polimerasa dirigida por ARN se selecciona del grupo que consisten en Qβ replicasa, RdRp de Hepatitis C,
RdRp de virus de estomatitis vesicular, replicasa del virus del mosaico amarillo del nabo (Deiman et al. (1997) y ARN
dependiente de ARN de bacteriófago phi 6 de ARN (Ojala y Bamford (1995). De la manera más preferible, la ARN
polimerasa dirigida por ARN es Qβ replicasa.

Puede incluirse la ARN polimerasa dirigida por ARN en el sistema de transcripción/traducción como una proteína
purificada. Alternativamente, puede incluirse la ARN polimerasa dirigida por ARN en forma de un molde génico que
se expresa simultáneamente con la etapa (a), o simultáneamente con las etapas (a), (b) y (c) de los métodos de los
aspectos primero o segundo de la presente invención.

En una realización preferida adicional, la ARN polimerasa dirigida por ARN puede fusionarse con o asociarse con
la molécula diana. Sin querer restringirse a la teoría, se prevé que en algunos casos, la afinidad de unión de la proteína
traducida puede ser mayor que la afinidad de la replicasa por la molécula de ARNm. La unión del complejo de
ARNm/proteína mutante a una constructo de fusión de molécula diana/ARN polimerasa dirigida por ARN llevaría el
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ARNm hacia las proximidades de la ARN polimerasa dirigida por ARN. Esto puede dar como resultado la replicación
y la mutación adicional preferencial de las moléculas de ARNm de interés.

En la técnica se conocen moldes de ARN que se replican por diversas ARN polimerasas dependientes de ARN y
pueden servir como vectores para producir ARNm replicables adecuados para su uso en la presente invención. Los
moldes conocidos para Qβ replicasa incluyen ARN RQ135, ARN MDV-1, ARN microvariante, ARN nanovariantes,
CT-ARN y ARN RQ120. No se prefiere el ARN Qβ, que también se replica por la Qβ replicasa, porque tiene cistrones,
y además porque los productos de estos cistrones regulan la síntesis de proteínas. Los vectores preferidos incluyen
ARN MDV-1 y ARN RQ135. Están publicadas las secuencias de los dos. Véase Kramer et al. (1978) (ARN MDV-
1) y Munishkin et al. (1991) J (RQ135), en el presente documento. Pueden prepararse en forma de ADN mediante
técnicas de síntesis de ADN bien conocidas.

En una realización preferida del primer aspecto de la presente invención, el método incluye además la etapa de
transcribir un constructo de ADN para producir ARNm replicable. El ADN que codifica para el ARNm recombinante
puede estar, pero no es necesario que esté, en forma de un plásmido. Es preferible usar un plásmido y una endonu-
cleasa que escinda el plásmido en o cerca del extremo de la secuencia que codifica el ARN replicable en el que se
incrusta la secuencia génica. Puede realizarse la linealización por separado o puede acoplarse con la transcripción-
replicación-traducción. Sin embargo, preferiblemente, se genera ADN lineal mediante una cualquiera de las muchas
reacciones de replicación de ADN disponibles y de la manera más preferible mediante la técnica de la reacción en
cadena de la polimerasa (PCR). Para algunos sistemas, pueden preferirse plásmidos no linealizados sin endonucleasa.
Pueden prepararse plásmidos adecuados, por ejemplo, siguiendo las enseñanzas de Melton et al. (1984a, b) en cuanto
a procedimientos para generar ARN mediante transcripción in vitro de plásmidos recombinantes mediante ARN poli-
merasas de bacteriófago, tales como ARN polimerasa de T7 o ARN polimerasa de SP6. Véase, por ejemplo, Melton
et al. (1984a) y Melton (1984b). Se prefiere que la transcripción comience con el primer nucleótido de la secuencia
que codifica para el ARN replicable.

En una realización preferida adicional, la transcripción se lleva a cabo simultáneamente en un recipiente de reacción
de una sola cámara o de múltiples cámaras, o reactor, con las etapas (a), (b), (c) del método según los aspectos primero
o segundo de la presente invención.

La molécula diana puede ser cualquier compuesto de interés (o una parte del mismo) tal como una molécula de
ADN, una proteína, un receptor, una molécula de superficie celular, un metabolito, un anticuerpo, una hormona, una
bacteria o un virus.

En una realización preferida, la molécula diana se une a una matriz y se añade a la mezcla de reacción que compren-
de el complejo (que presenta proteínas traducidas). La molécula diana puede recubrirse, por ejemplo, en una matriz
tal como perlas magnéticas. Las perlas magnéticas pueden ser Dynabeads. Se apreciará que las proteínas traducidas
se unirán de manera competitiva a la molécula diana. Las proteínas con mayor afinidad preferiblemente desplazarán a
las moléculas de menor afinidad. Por tanto, el método de la presente invención permite seleccionar proteínas mutantes
que muestran afinidades de unión mejoradas por una molécula diana de interés.

Los presentes inventores también han realizado los hallazgos sorprendentes de que las secuencias mínimas deri-
vadas de los moldes de replicasa que se producen de manera natural, tales como el molde de MDV-1, son suficientes
para la unión de la Qβ replicasa. Basándose en este hallazgo, se ha desarrollado un constructo novedoso adecuado para
la transcripción de ARNm replicable.

Por consiguiente, en una realización preferida de los aspectos primero o segundo de la presente invención, el
método incluye además transcribir un constructo de ADN para producir una molécula de ARNm replicable, en la que
el constructo de ADN comprende:

(i) una región no traducida que comprende un elemento de control que promueve la transcripción del ADN en
ARNm y un sitio de unión a ribosoma;

(ii) un marco de lectura abierto que codifica para la proteína que se une a la molécula diana; y

(iii) una estructura de horquilla en el sentido de 5’ del marco de lectura abierto.

En un tercer aspecto, la presente invención proporciona un constructo de ADN que comprende:

(i) una región no traducida que comprende un elemento de control que promueve la transcripción del ADN en
ARNm y un sitio de unión a ribosoma;

(ii) un sitio de clonación ubicado en el sentido de 3’ de la región no traducida; y

(iii) una secuencia de unión a replicasa ubicada en el sentido de 5’ del sitio de clonación.

Cuando se usa en el presente documento la frase “secuencia de unión a replicasa” se refiere a una secuencia de
polinucleótido que es una estructura secundaria de “tipo bucle” que se reconoce por una replicasa (en particular, una
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holoenzima replicasa). Preferiblemente, la secuencia de unión a replicasa no incluye un molde de ARN de longitud
completa para una molécula de replicasa. Por ejemplo, preferiblemente la frase “secuencia de unión a replicasa” no
incluye moldes de ARN MDV-1 o de ARN RQ135 de longitud completa.

En una realización preferida, la secuencia de unión a replicasa tiene una longitud de entre 15 y 50 nucleótidos,
más preferiblemente una longitud de entre 20 y 40 nucleótidos. Preferiblemente, la secuencia de unión a replicasa se
reconoce por la Qβ replicasa.

En una realización preferida adicional, la secuencia de la secuencia de unión a replicasa comprende o consiste en
la secuencia:

GGGACACGAAAGCCCCAGGAACCUUUCG

En una realización preferida adicional, se incluye una segunda secuencia de unión a replicasa en el sentido de 3’
del sitio de clonación.

Puede usarse cualquier sitio de unión a ribosoma adecuado en el constructo de la presente invención. Pueden
incorporarse secuencias de unión a ribosoma procariotas y eucariotas dependiendo de si se están usando sistemas
procariotas o eucariotas. Un sitio de unión a ribosoma procariota preferido es el del virus MS2.

En una realización preferida adicional, el constructo de ADN incluye una secuencia de iniciación de la traducción.
Preferiblemente, la secuencia de iniciación de la traducción es ATG.

Será evidente para los expertos en la técnica que puede insertarse cualquier gen de interés en el sitio de clonación
en el constructo de ADN. En una realización preferida, el/los gen(es) de interés es/son una secuencia de nucleótidos
que codifica para (i) una biblioteca de proteínas de unión diana o (ii) una única proteína de unión diana, en la que la
diana puede incluir cualquiera de proteína, ADN, moléculas de superficie celular, receptores, anticuerpos, hormonas,
virus u otras moléculas o complejos o derivados de los mismos.

Una secuencia de nucleótidos que codifica para un dominio de anclaje puede fusionarse en 3’ en marco con el
gen de interés. El dominio de anclaje puede ser cualquier secuencia de polipéptido que sea suficientemente larga para
separar la proteína traducida del gen de interés una distancia suficiente del ribosoma para permitir el plegamiento
correcto de la molécula y la accesibilidad a su componente de unión afín. Preferiblemente, el polipéptido tiene una
estructura secundaria de ARN correspondiente que imita la de un molde de replicasa. En una realización preferida,
el polipéptido es un dominio constante de inmunoglobulina. Preferiblemente, el polipéptido es un dominio ligero
constante. El dominio ligero constante puede ser la primera región ligera constante del anticuerpo de ratón 1C3.
Preferiblemente, el dominio constante se codifica por la secuencia mostrada en la figura 5a. Alternativamente, el
polipéptido puede ser el dominio constante de IgM humana. En otra realización, el anclaje puede seleccionarse del
grupo que consiste en: el epítopo “FLAG” octapeptídico, DYKDDDDK o una etiqueta de polihistidina β seguida
opcionalmente de una secuencia de nucleótidos de terminación (parada) de la traducción. La secuencia de nucleótidos
de terminación (parada) de la traducción puede ser TAA o TAG. En algunos constructos de la presente invención,
no están presentes codones de parada de modo que se evita el reconocimiento por factores de liberación y posterior
liberación de proteínas. En estos constructos, puede añadirse la secuencia de oligonucleótidos ssrA antisentido para
evitar la adición de un sitio de proteasa C terminal en la región no traducida en 3’ que sigue.

En un cuarto aspecto, la presente invención proporciona un kit para generar un transcrito de ARNm replicable que
incluye un constructo de ADN según el segundo aspecto de la presente invención.

En una realización preferida, el kit incluye al menos otro componente adicional seleccionado de

(i) una ARN polimerasa dirigida por ARN, preferiblemente Qβ replicasa, o un molde de ADN o ARN para una
ARN polimerasa dirigida por ARN;

(ii) un sistema de traducción libre de células;

(iii) una ARN polimerasa dirigida por ADN, preferiblemente una polimerasa de bacteriófago;

(iv) ribonucleósidos trifosfato; y

(v) enzimas de restricción.

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera lo contrario, se entenderá que la palabra
“comprender” o variaciones tales como “comprende” o “que comprende”, implican la inclusión de un elemento o
número entero o grupo de elementos o números enteros indicados pero no la exclusión de ningún otro elemento o
número entero o grupo de elementos o números enteros.
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Breve descripción de las figuras

Figura 1: Ciclo de maduración de la afinidad para a) presentación en fago y b) presentación en ribosoma en el
procedimiento de evolución in vitro continua (CIVE).

Figura 2: Representación esquemática de una unidad de expresión que contiene un gen de interés (secuencia
de nucleótidos) para CIVE. La unidad de expresión comprende un gen de interés con sitio de unión a ribosoma
en el sentido de 5’ (RBS) y sitio de iniciación de la traducción (ATG) junto con una secuencia de iniciación de la
transcripción (promotor T7). El constructo también comprende una secuencia espaciadora en el sentido de 3’.

Figura 3: Representación esquemática del método de CIVE que muestra la naturaleza de ciclado continuo de la
maduración de la afinidad in vitro. El método permite la producción in vitro de bibliotecas complejas de mutantes
que están evolucionando (mutando) continuamente y de las que puede seleccionarse un gen deseado: las moléculas
de ARNm en el sistema de transcripción/traducción preferido de la presente invención están en un proceso cíclico
continuo de replicación/mutación/traducción que conduce a la evolución in vitro continua (CIVE).

Figura 4: Representación de un recipiente de reacción adecuado para el procedimiento de CIVE.

Figura 5: Secuencias de nucleótidos de: a) la primera región ligera constante del anticuerpo monoclonal de ratón
1C3; b) la tercera región pesada constante del anticuerpo IgM humano; c) el scFv anti-glicoforina (1C3); d) el scFv
anti-antígeno de superficie de hepatitis B (4C2).

Figura 6: Secuencia de ADN del plásmido pBRT7Qbeta que contiene una copia de ADNc del genoma del bacte-
riófago Qβ.

Figura 7: Representación esquemática de los plásmidos (a) pGC038CL (que contiene el scFv anti-glicoforina (1C3)
y la región ligera constante de ratón) y (b) pGC_CH (que contiene la región pesada constante humana), que se usaron
para la síntesis por PCR del molde usado para la transcripción y traducción in vitro. Se usaron estos plásmidos para
suministrar secuencias espaciadoras en el sentido de 3’. En la mayoría de los casos, se clonaron los genes de interés
en los sitios SfiI y NotI de pGC_CH.

Figura 8: Secuencias de fragmentos de ARN que forman estructuras de horquilla.

Figura 9: Vector de expresión eucariota pcDNA3.1 para la expresión de la Qβ replicasa o la ARN polimerasa
dependiente de ARN del virus de la hepatitis C en el sistema de transcripción/traducción acopladas de reticulocitos de
conejo.

Figura 10: Secuencia de ADN de la ARN polimerasa dependiente de ARN del virus de la hepatitis C.

Figura 11: Secuencias de ADN de oligonucleótidos usados como cebadores en reacciones de PCR para generar
ADN molde para las reacciones de transcripción/traducción acopladas in vitro. Secuencias de nucleótidos de oligonu-
cleótidos usados tanto para la generación de moldes como para la recuperación de productos tras la inmunoselección.
Las secuencias se enumeran y se escriben de 5’ a 3’.

Figura 12: Expresión de la Qβ replicasa en el sistema de transcripción/traducción acopladas de reticulocitos de
conejo.

Figura 13: Efecto de la Qβ replicasa sobre la transcripción/traducción acoplada de la síntesis de proteína anti-GlyA
1C3.

Figura 14: Efecto de incluir Qβ replicasa en la traducción y transcripción acopladas; tabla de mutaciones en las
secuencias de mutantes seleccionados. Esta figura muestra las posiciones y el tipo de mutaciones encontrados en 280
nucleótidos de la secuencia de 6 clones al azar. Estos se ha recuperado de inmunoselecciones del scFv anti-GlyA
frente a las Dynabeads recubiertas con GlyA tras la transcripción y traducción o bien en ausencia de Qβ replicasa,
en presencia de Qβ replicasa purificada o bien en presencia de pCDNAQβ. En la columna “mutación encontrada”;
“ninguna” significa que no se encontraron mutaciones; las mutaciones se muestran en la forma de AxB en la que A es
el nucleótido de tipo natural, x es el número de posición dentro de la secuencia (tal como se muestra en la figura 5c) y
B es el nucleótido mutado observado.

Figura 15: Replicación de transcritos de scFv anti-glicoforina mediante Qβ replicasa en el sistema de reticulocitos
de conejo de transcripción/traducción acopladas: exploración con densitómetro.

Figura 16: Análisis de secuencia de ADN de replicación y mutación de scFv anti-glicoforina y scFv anti-hepatitis
B mediante Qβ replicasa de trascritos de T7 polimerasa.

Figura 17: Vector que contiene la ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C.
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Figura 18: Efecto de ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C expresada en el sistema de transcrip-
ción/traducción acopladas sobre la replicación de ARN de scFv anti-GlyA 1C3, electroforesis en gel de agarosa de los
productos de RT-PCR teñidos con bromuro de etidio y explorados.

Descripción detallada de realizaciones preferidas de la invención

En un aspecto preferido de la presente invención, el sistema para la evolución de una etapa continua de proteínas
comprende los siguientes componentes:

La unidad de expresión

Una unidad de expresión preferida para su uso en la presente invención se representa en la figura 2. Esta unidad
de expresión comprende regiones no traducidas en 3’ y 5’ con un elemento de control en la región no traducida en 5’
tal como el promotor T7 o SP6 para promover la transcripción del ADN en ARNm. Las secuencias de ADN consenso
son específicas de sus polimerasas; la secuencia de promotor T7 para las ARN polimerasa de T7 es: TAATACGACT
CACTATAGGGAGA. La secuencia de promotor T7 puede actuar como una secuencia de unión a ARN polimerasa
dependiente de ARN (es decir, puede actuar como una secuencia de unión para Qβ replicasa). Preferiblemente, sin
embargo, el constructo incluye una estructura de horquilla para la unión de la Qβ replicasa, ubicada en la región no
traducida en 5’, en el sentido de 3’ con respecto al sitio promotor. Preferiblemente, se incluye una segunda estructura
de horquilla en el sentido de 3’ de la secuencia codificante, preferiblemente aproximadamente 1 kb en el sentido de 3’
del sitio de terminación de la traducción de la unidad de expresión. La secuencia preferida de la estructura de horquilla
es: GGGACACGAAAGCCCCAGGAACCUUUCG.

El sitio de unión a ribosoma es la siguiente región en el sentido de 3’ del promotor. Cualquiera de varias uniones a
ribosoma se usa en esta posición. Pueden incorporarse secuencias de unión a ribosoma procariota y eucariota depen-
diendo de si se está usando un sistema acoplado eucariota o procariota. Un sitio de unión procariota preferido es el
del virus MS2. Preferiblemente se usa la secuencia de iniciación de la traducción ATG y codifica para el aminoácido
metionina; es decir el inicio de la traducción in vitro.

El gen (secuencia de nucleótidos) de interés

Será evidente para los expertos en la técnica que el gen de interés puede unirse a las regiones no traducidas mediante
cualquiera de las técnicas genéticas convencionales. El gen de interés puede incluir cualquier secuencia de nucleótidos
con un marco de lectura abierto (sin codones de parada) hasta el extremo 3’ del gen y para los fines de esta invención
el extremo de la secuencia de anclaje (de espaciado).

En una realización preferida, el/los gen(es) de interés es una secuencia de nucleótidos que codifica para i) una
biblioteca de proteínas de unión diana o ii) una única proteína de unión diana, en la que la diana puede incluir cual-
quiera de proteína, ADN, moléculas de superficie celular, receptores, anticuerpos, hormonas, virus, u otras moléculas
o complejos o derivados de los mismos. Una secuencia de nucleótidos que codifica para un dominio de anclaje pue-
de fusionarse en 3’ y en marco con el gen de interés. El dominio de anclaje puede ser cualquiera de una serie de
secuencias de polipéptidos suficientemente largas para separar la proteína traducida del gen de interés, una distancia
suficiente del ribosoma para permitir el plegamiento correcto de la molécula y la accesibilidad de su componente de
unión afín. En una realización preferida, el anclaje es la secuencia que codifica para el epítopo “FLAG” octapeptídico:
DYKDDDDK o cualquiera de los dominios constantes de anticuerpo humano o murino. Preferiblemente, el anclaje es
el dominio constante de un anticuerpo monoclonal de ratón, tal como el dominio constante 1C3 (véase la figura 5a).
Un anclaje preferido adicional es la región constante de un anticuerpo IgM humano (véase la figura 5b).

La secuencia de anclaje puede ir seguida de una secuencia de nucleótidos de terminación (parada) de la traducción
por ejemplo TAA o TAG. Sin embargo, en algunas construcciones se podría prever que no deberían estar presentes
codones de parada para evitar el reconocimiento por factores de liberación y posterior liberación de la proteína. En
éstas, se añade la secuencia de oligonucleótido ssrA antisentido para evitar la adición de un sitio de proteasa C terminal
en la región no traducida en 3’ que sigue. La adición de esparsomicina, otros compuestos similares o una reducción
en la temperatura también evita la liberación del ribosoma del ARNm y la proteína sintetizada de novo.

El sistema de expresión

Puede lograrse la transcripción/replicación/mutación para la unidad de expresión mediante el uso de un sistema
de lisado de reticulocitos de conejo (He y Taussig, 1997) o una mezcla de transcripción-traducción de S-30 de E.
coli (Mattheakis et al., 1994; Zubay, 1973). Por ejemplo, una unidad de expresión de ADN (detallado anteriormen-
te) con un promotor T7 se trata con ARN polimerasa de T7 según las instrucciones del fabricante. La biblioteca de
ARN resultante refleja la diversidad de los genes codificados. Para la replicación o mutación pueden suministrarse
ARN polimerasas dependientes de ARN o bien como enzima purificada o bien alternativamente codificadas como
una unidad de expresión distinta en un plásmido bajo el control de un promotor tal como T7 o SP6. La enzima pre-
ferida es Qβ replicasa aunque puede usarse cualquier enzima con características similares. Esta etapa proporciona
el aumento en complejidad de la biblioteca mediante mutación mediante la Qβ replicasa. Para la síntesis de ARNm
en células eucariotas, preferiblemente se ocupan los extremos del ARNm lo que se consigue añadiendo un exceso
de diguanosina trifosfato; sin embargo, el sistema de reticulocitos de conejo de los proveedores comerciales Pro-
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mega y Novagen tiene componentes en el sistema que hacen innecesaria la adición de compuestos de ocupación de
extremos. Puede extraerse la mezcla de transcripción/traducción o sistema acoplado de cualquier célula, las más co-
múnmente usadas son germen de trigo, células de mamífero tales como células HeLa, E. coli y reticulocitos de conejo.
Puede extraerse el sistema de transcripción-traducción acopladas de células mutadoras de E. coli MUTD5-FIT (Ir-
ving et al., 1996) que llevan un gen DNAQ mutado y por tanto permiten mutaciones al azar adicionales introducidas
en el ADN durante la replicación como resultado de errores de corrección. Una mezcla de transcripción/traducción
preferida es el lisado de reticulocitos de conejo. La adición de GSSG al sistema acoplado mejora el plegamiento
correcto de las proteínas presentadas y por tanto mejora la unión y selección posteriores a los contrarreceptores o
antígenos.

Mutación mediante Qβ replicasa

En el sistema se incluye la Qβ replicasa para la replicación y producción de altos niveles de ARNm que incorpora
mutaciones al azar (véase la figura 3). Múltiples copias de un molde de ARN monocatenario se replican con muta-
ciones, mediante la Qβ replicasa, en su complemento monocatenario; sin embargo, ambas cadenas son igualmente
eficaces como molde en condiciones isotérmicas.

Las enseñanzas en la técnica indican que las estructuras secundaria y terciaria complejas y estables presentes en
el ARN de longitud completa de fagos tales como Qβ, limitan el acceso de los ribosomas a los sitios de iniciación
de la proteína. Sin embargo, se ha encontrado que secuencias de ARN más pequeñas son adecuadas para la unión de
replicasas y por tanto pueden usarse en vez de moldes de longitud completa. Las secuencias preferidas son secuencias
de ARN sintéticas pequeñas conocidas como pseudonudos (Brown y Gold 1995; 1996) que son compatibles con la
amplificación mediante Qβ replicasa. En el contexto de la presente invención, el uso de pseudonudos puede vencer
los problemas de acceso de los ribosomas a los sitios de iniciación de la proteína mientras que se mantienen los sitios
de unión necesarios y suficientes para la amplificación mediante Qβ replicasa del ARN y las secuencias fusionadas al
mismo.

Traducción y presentación en ribosoma

Se conocen varios métodos de traducción in vitro que pueden ser o bien eucariotas tales como lisado de reticu-
locitos de conejo y germen de trigo, o bien procariota tales como E. coli. Éstos están comercialmente disponibles o
pueden generarse mediante métodos publicados bien conocidos. La traducción de los ARNm mutados produce una
biblioteca de moléculas de proteína, preferiblemente unidas al ribosoma en un complejo de ribosoma ternario que
incluye el ARNm específico codificante para la proteína sintetizada de novo (Mattheakis et al., 1994). Se conocen
varios métodos para evitar la disociación del ARNm de la proteína y el ribosoma. Por ejemplo, pueden añadirse espar-
somicina o compuestos similares; la esparsomicina inhibe la peptidil transferasa en todos los organismos estudiados y
puede actuar mediante la formación de un complejo inerte con el ribosoma (Ghee et al., 1996). El mantenimiento de
altas concentraciones de sales de magnesio y la disminución de los niveles de GTP también puede contribuir al man-
tenimiento del complejo ribosoma/ARNm/proteína; en conjunto con la estructura de la unidad de expresión detallada
anteriormente. Un medio preferido para mantener el complejo de ribosoma ternario es la omisión del codón de parada
de la traducción en el extremo de la secuencia codificante.

Además, existen requisitos preferidos para el plegamiento correcto de las moléculas en los dos sistemas. Para
procariotas, puede usarse disulfuro isomerasa de proteínas (PDI) y chaperonas así como un dominio de anclaje C
terminal para garantizar el plegamiento correcto. El último se requiere a medida que proteínas procariotas se liberan
de los ribosomas antes del plegamiento (Ryabova et al., 1997) y por tanto en situaciones en las que se ancla el péptido
al ribosoma toda la proteína necesita separarse del ribosoma. A diferencia de esto, en los sistemas eucariotas la proteína
se pliega a medida que se sintetiza y no requiere que se añada el PDI y las chaperonas de procariotas; sin embargo, se
ha encontrado que la adición de un intervalo específico de concentraciones de GSSG es beneficioso para la selección de
la biblioteca mediante la presentación mejorada de las proteínas plegadas correctamente en los complejos de ribosoma
ternarios.

Selección y unión competitiva

Rondas sucesivas de replicación de ARN producen bibliotecas de moléculas de ARN cuya traducción producen
bibliotecas de proteínas. Puede añadirse una matriz unida a la molécula diana (por ejemplo Dynabeads recubiertas
de antígeno) a la reacción para capturar complejos de ribosoma ternarios. Los miembros individuales en la biblio-
teca compiten por el antígeno inmovilizado en la matriz (Dynabeads). Las moléculas con una mayor afinidad des-
plazarán las moléculas con menor afinidad. A la finalización del procedimiento, pueden recuperarse los complejos
[ARNm/ribosomas/proteína] unidos a la matriz (Dynabeads), puede sintetizarse ADNc a partir de ARNm en el com-
plejo y clonarse en un vector adecuado para la expresión de alto nivel de la secuencia génica codificada.

Puede aplicarse un sistema de flujo de reciclado (Spirin et al., 1988) a este sistema de evolución in vitro continua
(CIVE) usando una cámara con termostato para garantizar el suministro de sustratos (incluyendo ribosomas) y reacti-
vos y la eliminación de productos no esenciales. Todos los procedimientos de CIVE pueden tener lugar dentro de esta
cámara incluyendo: transcripción y traducción acopladas, replicación mutante, presentación de la proteína sintetizada
de novo en la superficie del complejos de ribosoma ternario y unión competitiva de las proteínas presentadas en el
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complejo de ribosoma ternario al antígeno para seleccionarlos con la mayor unión de afinidad (figura 4). Se eliminan
mediante lavado los reactivos, los productos y las proteínas presentadas no unidos con tampón de lavado y se disocian
los complejos de ribosoma ternarios unidos aumentando la temperatura y omitiendo el magnesio del tampón. Esto va
seguido de la adición de todos los reactivos necesarios para llevar a cabo todas las etapas anteriores excepto las etapas
con tampón de lavado. Están disponibles métodos para evitar la disociación del ARNm de la proteína y el ribosoma
tales como la adición de esparsomicina o compuestos similares, el mantenimiento de concentraciones específicas de
sales de magnesio y la disminución de los niveles de GTP también pueden contribuir al mantenimiento del complejo
ribosoma/ARNm/proteína así como la reducción de la temperatura de reacción u la omisión de los codones de pa-
rada de la traducción. Usando recipientes, cuyas temperaturas se controlan, combinados con una capacidad de flujo
continua, los ARNm de ribosomas seleccionados pueden disociarse de los ribosomas y además replicarse, mutarse y
traducirse a medida que se varía la concentración de reactivos importantes para el mantenimiento del complejo ribo-
soma/ARNm/proteína tales como esparsomicina, Mg, etc. La figura 4 representa el diseño de un dispositivo de este
tipo.

La presente invención se describirá ahora más detalladamente con referencia a los siguientes ejemplos no limitan-
tes.

Ejemplo 1

Qβ replicasa recombinante: Expresión y purificación

Clonación y expresión

Se amplificó la secuencia codificante de Qβ replicasa mediante PCR del plásmido pBRT7Qβ, una construcción
basada en pBR322 (descrita de manera resumida en Barrera et al., 1993) que se diseñó para permitir la preparación
de ARN infeccioso mediante transcripción usando ARN polimerasa de T7 in vitro; siendo una copia de ADNc del
genoma de ARN del fago Qβ. En la figura 6 se muestra la secuencia de pBRT7Qβ. El nucleótido n.º 1 es el primer
nucleótido de la cadena codificante de Qβ replicasa. En la figura 11 se muestran los oligonucleótidos usados como
cebadores para amplificar los sitios codificados de Qβ replicasa para la digestión con enzimas de restricción con las
enzimas EcoRI y NotI y las secuencias.

Se purificaron los productos de PCR usando uno cualquiera de los productos comerciales disponibles para este
fin (por ejemplo Bresatec). Se clonó el ADN purificado en los sitios EcoRI y NotI del vector pGC (figura 7a) usando
técnicas de biología molecular convencionales. En la bibliografía se han descrito el vector pGC y la expresión de
proteína recombinante a partir del mismo (Coia et al., 1996). Los expertos en la técnica conocerán el procedimiento
de la amplificación por PCR y la clonación del gene de Qβ replicasa en vectores y la transformación en E. coli
para la expresión de la enzima al igual que la expresión del gen de Qβ replicasa en pGC que se indujo añadiendo
isopropiltiogalactósido (IPTG) 1 mM al medio de cultivo.

Se realizó la expresión y la purificación del gen de Qβ replicasa en el vector basado en pBR322 con el promotor PL
tal como se detalla a continuación. Se suministró la cepa repl4 Billeter por Christof Biebricher, Max Planck, Gottingen.
Se hizo crecer la cepa de E. coli en un fermentador de 20 l en caldo nutritivo al 2%, extracto de levadura al 1,5%,
NaCl al 0,5%, glicerol al 0,4%, ampicilina 100 mg/l con buena aireación a 30ºC hasta una densidad óptica de 2 (660
nM). Tras elevar la temperatura a 37ºC, se continuó la aireación durante 5 h. Se enfriaron las células en hielo y se
recogieron mediante centrifugación (proporcionando aproximadamente 180 g de masa celular húmeda).

Purificación de Qβ replicasa

Tampón A: tampón Tris.HCl 0,05 M (pH 7,8), mercaptoetanol 1 mM, glicerol al 20% v/v, ampicilina 100 mg/l.

Tampón B: tampón HEPES.Na 0,05 M (pH 7,0), mercaptoetanol 1 mM, glicerol al 20% v/v.

Se homogeneizaron 50 g de E. coli recogida con 100 ml de tampón Tris.HCl 0,05 M (pH 8,7), mercaptoetanol
1 mM, en una mezcladora de alta velocidad. Se añadieron lisozima y EDTA hasta concentraciones finales de 100
µg/ml y 0,5 mM, respectivamente, y se agitó suavemente la disolución a 0ºC durante 30 min. Se añadieron 12 ml de
desoxicolato de Na al 8%, 0,24 ml de fluoruro de fenilsulfonilo (20 mg/ml en 2-propanol), 0,15 ml de bacitracina
(10 mg/ml), 0,15 ml de benzamidina 0,1 M, 3,3 ml de Triton X-100 al 10% y se ajustó la disolución con MgCl2
hasta una concentración final de 10 mM. Se redujo la alta viscosidad mezclando a alta velocidad. Se añadió NaCl
sólido hasta una concentración final de 0,5 M y se añadieron 4,8 ml de polietilenimina al 0,3% (pH 8) con agitación.
Tras agitar durante 20 min. a 0ºC se centrifugó la suspensión durante 30 min. a 10.000 rpm (rotor GSA). Tras diluir el
sobrenadante con 5 volúmenes de tampón Tris-HCl (pH 8,7), mercaptoetanol 1 mM se añadieron 100 ml de suspensión
de DEAE-celulosa (Whatman DE52, equilibrado con tampón A) y se agitaron lentamente a 0ºC durante 20 min. Tras
40 min. de incubación sin agitación, se decantó el sobrenadante del sedimento y se desechó. Se suspendió el sedimento
en tampón A, se vertió en una columna de vidrio de 1 cm de diámetro, se lavó con 400 ml de tampón Tris.HCl (pH
8,7), mercaptoetanol 1 mM y se eluyó con 250 ml de tampón A + NaCl 180 mM; se recogieron las fracciones.
Se sometieron a ensayo las fracciones para determinar la presencia de Qβ replicasa usando el siguiente ensayo de
unión.

11



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 351 275 T3

Ensayo de ubicación de enzimas: unión de ARN biotinilado a Qβ replicasa

Éste es un ensayo no radiactivo desarrollado para detectar enzimas de replicación que se basa en ARN marcado
con biotina unido a la enzima que se retiene en membranas cargadas positivamente; mientras que, no se retiene en
la membrana el ARN marcado con biotina libre en las mismas condiciones. Se marcaron ADN y ARN con psora-
leno-biotina (Ambion) según las instrucciones del fabricante. Entonces se añadió el ARN marcado al eluato de la
columna (fracciones de la muestra) tal como se indica en el ensayo a continuación para detectar la ubicación de la Qβ
replicasa.

Se mezcló lo siguiente en un tubo Eppendorff:

Se incubó la mezcla de reacción a 37ºC durante 1 min.

Se sometieron las mezclas de reacción a transferencia puntual sobre membrana de nailon, por ejemplo hybond N,
(sólo se retendrá en la membrana el ADN o ARN unido a la enzima Qβ replicasa), se lavaron con Tris HCl 50 mM
pH 7,4 conteniendo MgCl2 12 mM, se reticularon con UV sobre la membrana de nailon en el aparato Stratalinker
en el ajuste automático. Se usó el kit BrightStar Biodetect para la detección del ácido nucleico biotinilado unido a la
membrana de nailon. La figura 12 muestra el ensayo de las fracciones eluidas de la columna DE52.

Se reunieron las fracciones activas, se diluyeron con un volumen de tampón A y se aplicaron a una columna de
35 ml de DEAE-Sepharose FF, se equilibraron con respecto a tampón A + NaCl 0,1 M. Se eluyó la enzima con un
gradiente lineal de NaCl 0,1-0,4 M en tampón A. Se reunieron las fracciones activas, se precipitó la enzima mediante
la adición de (NH4)2SO4 sólido (39 g/100 ml de disolución), se recogió mediante centrifugación y se disolvió en 4 ml
de tampón B.

Se diluyó la enzima hasta que la conductividad fue menor que la del tampón B + NaCl 0,2 M y se aplicó a una
columna de 100 ml de Fractogel EMD SO3 equilibrada con tampón B, y se eluyó con un gradiente lineal (2 veces
500 ml) de NaCl 0,2-0,8 M en tampón B. Se reunieron los picos activos, eluyendo a aproximadamente NaCl 0,65
mM, se precipitaron con (NH4)2SO4 sólido (39 g/100 ml de disolución), se recogieron mediante centrifugación, y se
disolvieron en 10 ml de tampón A + glicerol al 50%. Se almacenó la disolución a -80ºC.

Se realizaron las siguientes etapas a pequeña escala según Sumper & Luce (1975). Se aplicaron 4 mg Qβ replicasa
a una columna de 1,6 x 14,5 cm de QAE-Sephadex-A-25 equilibrada con tampón A (diluida o dializada para eliminar
la sal), y se eluyeron con un gradiente de 2 x 200 ml de NaCl 0,05-0,25 M en tampón A. Se reunieron los dos picos
claramente separados de núcleo y holoenzima, se diluyeron 1:1 con tampón A y se aplicaron a las columnas de QAE-
Sephadex, 2 ml para el núcleo, 6 ml para la holorreplicasa, respectivamente, se lavaron con tampón A + glicerol al 50%,
y se eluyó la replicasa en forma concentrada con tampón A + glicerol al 50% + (NH4)2SO4 0,2 M. Se almacenaron las
fracciones activas a -80ºC. Se tuvo cuidado de evitar la contaminación del equipo con ARN.

Ejemplo 2

Clonación de Qβ replicasa en el vector de expresión eucariota pCDNA3.1

Se clonó la secuencia codificante de Qβ replicasa en el vector de expresión eucariota pCDNA 3.1 (figura 9) para
producir el vector denominado pCDNAQB. Se usó este vector para la expresión de Qβ replicasa in situ en el sistema
de transcripción/traducción acopladas y replicación/mutación concomitante del ARN diana. La secuencia de los oli-
gonucleótidos usados como cebadores en la amplificación por PCR de Qβ replicasa para la clonación en los sitios de
restricción EcoRI y NotI en el vector de expresión eucariota pCDNA3.1 fueron:

n.º 5352 5’TCTGCAGAATTCGCCGCCACCATGTCTAAGACAGCATCTTCG

n.º 5350 5’TTTATAATCTGCGGCCGCTTACGCCTCGTGTAGAGACGC
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Se clonó la secuencia codificante para la subunidad b de Qβ replicasa en el pCDNA3.1 mediante técnicas de bio-
logía molecular convencionales (Sambrook et al., 1989). Se confirmó la secuencia clonada mediante el análisis de
secuencia de ADN. La expresión de la Qβ replicasa en el sistema de transcripción/traducción acopladas de reticu-
locitos de conejo fue seguida por la detección de lisina biotinilada (TRANSCEND, Promega) incorporada en la Qβ
replicasa sintetizada de novo en la reacción de transcripción/traducción convencional tal como sugirieron los provee-
dores comerciales de los kits de transcripción-traducción acopladas (Promega y Novagen) y el proveedor de Transcend
(Promega). Al finalizar la etapa de incubación de la reacción acoplada, se calentaron 20 µl de la reacción hasta 90ºC
con 2 ml de tampón de muestra SDS 10X y se sometieron las muestras a electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida
(SDS-PAGE). Esto fue seguido por inmunotransferencia de tipo Western y se detectaron las bandas de Qβ replicasa
biotinilada sintetizada de novo con los reactivos de detección del kit TRANSCEND. Los resultados de esta expresión
se muestran en las exploraciones del gel de la figura 12 en la que puede observarse que se ha sintetizado la Qβ replicasa
mostrándose por la banda biotinilada al tamaño correcto en el gel.

Entonces, se llevaron a cabo las reacciones de transcripción/traducción acopladas con el molde de 1C3 (ejemplo 3)
pero que también expresaba la Qβ replicasa a partir de pcDNA3.1 en la misma reacción. La Qβ replicasa sintetizada in
situ a partir del vector de expresión pCDNAQβ dio como resultado la síntesis aumentada del scFv de 1C3 en el sistema
acoplado en presencia de cloruro de manganeso 0,5 mM; medido mediante la incorporación de lisina biotinilada (figura
12b) tal como se describió anteriormente. Se ha demostrado anteriormente que la presencia del cloruro de manganeso
relaja la dependencia de la actividad de replicación de Qβ de los factores de transcripción/traducción.

Ejemplo 3

Construcción mediante PCR de moldes de ADN para la transcripción

Se amplificaron secuencias de ADN mediante técnicas convencionales y bien descritas (reacción en cadena de la
polimerasa [PCR] con cebadores de oligonucleótido específicamente diseñados, extensión por solapamiento de corte
y empalme, digestos de enzimas de restricción, etc.) usando o bien Taq, Tth, Tfl, Pwo o bien Pfu polimerasa según
las instrucciones del proveedor usando o bien un secuenciador térmico FTS-1 (Corbett Research), un aparato PE2400
(PerkinElmer) o bien un aparato Robocylcer gradient 96 (Stratagene). En la figura 11 se facilita una lista de cebadores
de oligonucleótido usados. Se purificaron en gel los productos usando BresaClean (Bresa) o se usaron directamente
en las reacciones de transcripción y traducción acopladas.

Se amplificaron secuencias de ADN a partir de los moldes de partida que se habían clonado o bien en el vector
pGC038CL (figura 7a) o bien en el vector pGC_CH (figura 7b) que proporcionaron una extensión hasta el extremo
terminal en el sentido de 3’ del constructo. Esta extensión fue o bien una región constante de un anticuerpo monoclonal
de ratón (1C3; secuencia de la figura 5a) o bien un una región constante de un anticuerpo IgM humano (secuencia de
la figura 5b). Los cebadores directos (sentido) (N5266 para el scFv anti-GlyA; N5517 o N5384, N5344 y N5343 para
el scFv anti-HepB) usados para la amplificación proporcionaron un sitio de iniciación de la transcripción así como
un sitio de iniciación de la traducción y un sitio de unión a ribosoma. Los cebadores inversos (antisentido) (N5267
para la región constante de ratón; N5385 para la región constante humana) no contenían codones de parada lo que
permite que el complejo ARNm-ribosoma-proteína permanezca asociado. Tanto los cebadores directos como inversos
proporcionaron sitios de enzimas de restricción (específicamente SfiI y NotI, respectivamente) que permitieron clonar
fragmentos generados.

Puede usarse cualquiera de varias secuencias promotoras para ARN polimerasa dependiente de ADN para dirigir
la transcripción; sin embargo, las siguientes secuencias fueron las dos preferidas (éstas incluyen las secuencias de
iniciación de la traducción; véase a continuación):

a) GCGCGAATACGACTCACTATAGAGGGACAAACCGCCATGGCC

b) GCAGCTAATACGACTCACTATAGGAACAGACCACCATGGCC

Estas secuencias han dirigido la transcripción de ARN polimerasa dependiente de ADN de T7 para producir trans-
critos de ARN en dos formatos alternativos de sistemas de transcripción/traducción acopladas.

Se conocen secuencias que codifican para sitios de unión a ribosoma y se han incluido en el molde en el sentido
de 5’ de una cualquiera de las secuencias de las moléculas de interés para la presentación en ribosoma que codifican
o bien para el scFv de unión a glicoforina (1C3; figura 5c) o bien para el scFv de unión a antígeno de superficie de
hepatitis B (4C2; figura 5d). Se han incluido las mismas secuencias en el molde en el sentido de 5’ de cualquier otra
secuencia de interés para la presentación en ribosomas (por ejemplo, secuencias de bibliotecas basadas en CTLA-4).

Ejemplo 4

Transcripción/traducción acopladas y presentación en ribosoma en el sistema libre de células de lisado de reticuloci-
tos de conejo

Se llevó a cabo la transcripción y la traducción en tubos de 0,5 ml libres de ARNasa siliconizados (Ambion)
usando el sistema de transcripción/traducción acopladas TNT T7 (Promega) conteniendo acetato de magnesio 0,5 mM,
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metionina 0,02 mM y glutatión oxidado (GSSG) 3 mM (véase el ejemplo 6, a continuación) y se incubó la mezcla a
60ºC durante 90 min. En algunas reacciones también se añadió glutatión reducido hasta 10 mM. En reacciones que
contenían Qβ polimerasa, la mezcla también contenía cloruro de manganeso hasta una concentración final de 0,5 mM.
Tras la transcripción y la traducción, se diluyó la mezcla con PBS y se trató con ADNsa I para eliminar cualquier
molde de ADN de partida restante. Esto se logró con la adición de Tris 40 mM (pH 7,5), MgCl2 6 mM, NaCl 10 mM
y ADNsa I (Promega), seguido de incubación a 30ºC durante 20 min. adicionales.

Ejemplo 5

Selección de proteínas presentadas en complejo ternario de ribosoma frente a antígenos usando Dynabeads

Se acoplaron perlas magnéticas tosilactivadas (Dynal) a glicoforina A (GlyA; Sigma), antígeno de superficie de
hepatitis B (HepB SA; BiosPacific, Emeryville, CA EE.UU.) o albúmina de suero bovino (BSA; Sigma) según las
instrucciones del fabricante. Cuando se usaron perlas magnéticas de estreptavidina, éstas se acoplaron (según las
instrucciones del fabricante) a antígenos (tal como se mostró anteriormente) que se habían biotinilado usando EZ-
Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce) según las instrucciones del fabricante.

Con el fin de seleccionar específicamente complejos de ARNm-ribosoma-proteína de unión, se añadieron 2-3 µl
de perlas magnéticas (tosilactivadas o recubiertas con estreptavidina) acopladas a antígeno a una mezcla de traducción
final y se colocaron en un agitador de placas (Raytek Instruments) a temperatura ambiente durante 90 min. con agita-
ción suave para evitar la sedimentación de las perlas. Se recuperaron las perlas usando un concentrador de partículas
magnéticas (Dynal) y éstas se lavaron tres veces con solución salina tamponada con fosfato fría (PBS) pH 7,4 que
contenía Tween al 1% y acetato de magnesio 5 mM. Entonces se lavaron las perlas una vez con agua estéril fría y
finalmente se resuspendieron en 10 µl de agua estéril.

Para la síntesis de ADNc a partir de los complejos seleccionados, se usaron 2 µl de la suspensión de perlas final en
una reacción de RT-PCR usando o bien el sistema de RT-PCR Access (Promega) o bien el sistema de RT-PCR Titan
One-tube (Boehringer Mannheim) según las instrucciones del fabricante. Los cebadores usados para esta reacción
incluyeron el cebador directo (sentido) original (usado para generar los cebadores de ADN molde de partida; N5266
para el scFv anti-GlyA; N5517 o N5384, N5344 y N5343 para el scFv anti-HepB) y un cebador negativo (antisentido)
que se encontraba en el sentido de 5’ del cebador original (N5268 y N5269 para constructos de región constante de
ratón; N5386 y N5387 para constructos de región constante humana). En algunos casos, se usaron cebadores más
cortos (N5941 y N5942 para el constructo de scFv de anti-GlyA-región ligera constante) para recuperar los moldes de
ARN inmunoseleccionados.

Para ciclos de selección adicionales, este ADN se purificó en gel (en algunos casos, simplemente se diluyó) y
se incorporó en una PCR adicional usando los cebadores directos e inversos que habían estado presentes en la PCR
original para generar el molde de ADN de partida. Este nuevo molde podría usarse entonces en selecciones adicionales
tal como se describió anteriormente, dado que contenía los sitios de iniciación apropiados y es de la misma longitud
que el molde en la primera selección.

Con el fin de demostrar que el método descrito anteriormente puede usarse para seleccionar moléculas específicas,
se amplificó un Fv de cadena simple (scFv) fusionado a una región de cadena ligera constante de ratón que específica-
mente se une a GlyA usando cebadores que permitirían la adición de un sitio de iniciación de la transcripción de T7 y
un sitio de unión a ribosoma. Se usó este molde (T7-scFv) en una reacción de transcripción/traducción acopladas tal
como se describió anteriormente y entonces se dividió en tres y se mezcló con perlas magnéticas acopladas o bien a
HepB SA, GlyA o bien a BSA. Se lavaron las perlas (tal como se describió anteriormente) y se usaron complejos de
ARNm-ribosoma-proteína recuperados para sintetizar ADNc. Los resultados de este experimento mostraron la presen-
cia de un producto del tamaño correcto en cada carril. La unión no específica observada en los carriles de HepB SA y
BSA probablemente se debe a la agregación de productos sintetizados durante la traducción. Otros han observado que
sólo una proporción de productos sintetizados usando el lisado de reticulocitos están en una forma activa y plegada de
manera apropiada. Este problema se trató en el ejemplo 6 a continuación.

Se purificó en gel el producto específico de GlyA de este experimento y se reamplificó mediante PCR con el
fin de sintetizar más moldes para una ronda de selección adicional. Una segunda ronda de inmunoselección mostró
predominantemente un producto específico en la muestra estudiada con sonda con perlas magnéticas acopladas a GlyA.
Esto demostró que mediante la segunda ronda de selección, los productos recuperados eran específicos para GlyA.

Ejemplo 6

Efecto de la adición de glutatión oxidado y/o reducido

En un intento de inducir una mayor proporción de productos correctamente plegados durante la transcripción y
traducción in vitro, se añadieron diversas concentraciones de glutatión o bien oxidado o bien reducido a la mezcla
de reacción. El molde usado para estas reacciones fue T7-scFv anti-GlyA (tal como se describió anteriormente) y
se realizaron selecciones usando perlas magnéticas acopladas a GlyA. Este experimento mostró que la cantidad de
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producto recuperado aumentaba con el aumento de las concentraciones de glutatión oxidado hasta 5 mM. Un aumento
adicional hasta 10 mM tuvo un efecto perjudicial sobre el rendimiento del producto recuperado. En la mayoría de
transcripciones y traducciones se incluyó una concentración de glutatión oxidado de aproximadamente de 2 mM.

Resultados posteriores revelaron que una adición adicional de glutatión reducido 5 mM y 10 mM a la reacción
que ya contenía glutatión oxidado 2 mM demostró que la adición de glutatión 5 mM pareció permitir un mejor plega-
miento del scFv anti-GlyA presentado conduciendo a un aumento de la cantidad de producto recuperado a partir de la
inmunoselección de GlyA con respecto a las inmunoselecciones control. La disminución adicional de la concentración
de glutatión reducido hasta 0,5 mM mostró efectos similares.

Ejemplo 7

Presentación de biblioteca de dominio v (CTLA-4) con mutación en ribosomas

Con el fin de mostrar que puede usarse la presentación en ribosoma para seleccionar elementos de unión de una
biblioteca de polipéptidos, se ligó una biblioteca de mutantes de CTLA-4 en el plásmido pGC_CH (figura 7b) lo que
permitió la adición de un dominio pesado constante y entonces se amplificó esta biblioteca mediante PCR usando
los cebadores N5659 y N5385 (figura 11). Se usó el cebador N5659 para añadir las secuencias de iniciación de la
transcripción y la traducción en el sentido de 5’ necesarias. Entonces, se usó este ADN de PCR como molde para la
transcripción y la traducción en un sistema de traducción libre de células acoplado usando los métodos descritos en
el ejemplo 4. Para demostrar la unión de los complejos de ribosomas - CTLA mutante, se realizó la inmunoselección
usando Dynabeads recubiertas con antígeno de superficie de hepatitis B (HBSA), glicoforina A (GlyA) y albúmina
de suero bovino (BSA). Entonces se recuperó el ARN unido a los complejos unidos mediante RT-PCR. Los métodos
usados para la inmunoselección, selección y recuperación fueron tal como se describió anteriormente (ejemplo 5).

Se recuperaron los productos correspondientes aproximadamente al tamaño de los mutantes basados en CTLA4 y
mostraron que la biblioteca de CTLA4 contenía proteínas que codificaban para ADN que se unen específicamente a
HBSA, GlyA y BSA. Se clonaron estos productos en el vector pGC_CH (figura 7b) para secuenciar el ADN y expresar
los productos solubles. La secuenciación usando métodos convencionales (BigDye Terminator Cycle Sequencing; PE
Applied Biosystems CA) mostró que estaban presentes insertos específicos basados en CTLA4. Además, los análisis
de expresión usando ELISA mostraron que se estaban expresando proteínas específicamente reactivas por los cultivos
recombinantes. En estos ensayos, los recombinantes que se habían aislado mediante inmunoselección usando Dyna-
beads recubiertas con Gly-A y seleccionado mediante ELISA usando placas recubiertas con GlyA, dieron señales más
fuertes que los recombinantes sometidos a prueba de manera similar que se habían aislado mediante inmunoselección
usando Dynabeads recubiertas con BSA.

Ejemplo 8

Efecto de la inclusión de Qβ replicasa en la transcripción y traducción acopladas

En un intento tanto de aumentar el rendimiento de los productos, como de aumentar la tasa de mutagénesis en
los productos durante la traducción in vitro, se añadió Qβ replicasa (en cualquiera de las dos formas) a la mezcla de
reacción. Se incluyó la replicasa o bien como una proteína de Qβ replicasa purificada o bien como un molde génico
bajo el control de un promotor transcripcional T7 (pCDNAQβ) que podría sintetizarse simultáneamente durante la
reacción de transcripción/traducción acopladas. El molde usado para esta reacción fue de nuevo el T7-scFv anti-GlyA
(tal como se describió anteriormente) y se realizaron selecciones usando perlas magnéticas acopladas a GlyA. Estos
experimentos mostraron que la cantidad de producto reactivo de GlyA recuperado aumentó (con respecto al control
sin Qβ replicasa) con la adición de Qβ replicasa purificada y, en un menor grado, con la adición del molde genómico
que codifica para Qβ replicasa (pCDNAQβ).

Con el fin de determinar si se han insertado mutaciones en la secuencia de scFv, se aisló en gel y se purificó el
producto principal de cada carril. Se digirió el ADN con SfiI y NotI y se ligó en un vector pGC digerido de manera
similar y se transformó en E. coli usando protocolos convencionales. Se aisló el ADN de los recombinantes de cada
serie y se sometieron a secuenciación de ADN seis clones al azar usando métodos convencionales (BigDye Terminator
Cycle Sequencing; PE Applied Biosystems CA). Se secuenciaron aproximadamente 280 bases de cada clon y la figura
14 muestra el número y la posición de las mutaciones en estas secuencias. Este experimento mostró la introducción de
un aumento del número de mutaciones tras la transcripción y la traducción en presencia de Qβ replicasa (en cualquiera
de las formas usadas).

Ejemplo 9

Adición de secuencias de Qβ artificiales

En un intento de aumentar la eficacia de la actividad Qβ replicasa, se añadieron sitios de unión a Qβ específi-
cos a los extremos tanto en sentido de 5’ como en sentido de 3’ del molde de T7-scFv anti-GlyA mediante PCR.
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Se usó este nuevo molde (amplificado con los cebadores N5904 y N5910 [sentido] y N5909 [antisentido] (figura
11) en una reacción de transcripción/traducción acopladas que incluía Qβ replicasa como o bien una proteína de Qβ
replicasa purificada o bien como un molde génico bajo el control de un promotor transcripcional T7 que podía sinte-
tizarse simultáneamente durante la reacción de transcripción/traducción acopladas. Se realizaron selecciones usando
perlas magnéticas acopladas a HepB, GlyA o BSA y se recuperaron los productos tras RT-PCR. La presencia de
secuencias de horquilla de Qβ artificiales (i) no tuvo un efecto adverso sobre la transcripción, traducción y selec-
ción acopladas y (ii) en la mayoría de casos aumentó la cantidad de productos recuperados mediante RT-PCR tras la
selección.

Ejemplo 10

Replicación de transcritos de scFv anti-glicoforina mediante Qβ replicasa en el sistema de reticulocitos de conejo de
transcripción/traducción acopladas

Se construyeron los moldes de scFv de T7-1C3 y T7-4C2 para su presentación en ribosoma tal como se describió
en el ejemplo 3 y se sometieron a transcripción/traducción acopladas, en las siguientes condiciones. Se modificaron
las reacciones de transcripción/traducción acopladas convencionales mediante la adición de Qβ replicasa (purificada
tal como se detalló en el ejemplo 1). En una reacción de 20 µl convencional, se añadió 1 ml de enzima 20 µg/ml.
Previamente, se ha comparado el efecto de la concentración de Qβ replicasa sobre la replicación de scFv anti-GlyA
1C3 y scFv de anti-Hepb 4C2 en el sistema acoplado y se ha observado que 1 ml de esta muestra proporcionaba
la replicación óptima. Se añadió cloruro de manganeso hasta una concentración final de 0,5 mM puesto que se ha
demostrado en informes publicados que disminuye el requisito de factores de transcripción/traducción. Se dejaron
continuar las reacciones durante 2 h a 37ºC. Se analizaron los transcritos replicados mediante RT-PCR tras eliminar
el molde de ADN mediante digestión con ADNasa I en Tris-HCl 40 mM pH 7,5, MgCl2 6 mM, NaCl 10 mM a 30ºC
durante 20 min. Se usó extracción con fenol convencional para eliminar la ADNasa I y otras proteínas. Se precipitaron
con etanol las muestras y se disolvió el precipitado de ARN en agua libre de ARNasa. Se sometió a ensayo el ARN
mediante RT-PCR usando cebadores específicos para cada molde, véase el ejemplo 3, y se compararon los productos
de PCR (ADN) mediante electroforesis en gel de agarosa. Se visualizaron las bandas de ADN mediante tinción con
bromuro de etidio. Se sometió el gel de agarosa a densitometría explorando la imagen digitalizada con el software
comercial Gel-Pro Analyzer. La figura 13 muestra los perfiles densitométricos del gel de agarosa a partir de los que
puede observarse que en la muestra que contenía la Qβ replicasa purificada existe un aumento en la cantidad de molde
producido.

Ejemplo 11

Replicación y mutación de scFv anti-glicoforina y scFv anti-hepatitis B mediante Qβ replicasa a partir de transcritos
de polimerasa de T7; Qβ replicasa muta transcritos durante la replicación de ARN dependiente de ARN

Se complementaron las reacciones de transcripción/traducción acopladas tal como se detalló en ejemplos ante-
riores con enzima purificada Qβ replicasa para replicar y mutar el ARN de scFv anti-GlyA 1C3 transcrito por ARN
polimerasa dependiente de ADN de T7.

Tras la incubación para la transcripción/replicación/mutación/traducción, se trató la muestra con ADNasa I y se
eliminó esta enzima tal como se detalló en el ejemplo 10. Entonces se usó el ARN purificado como el molde para las
reacciones de RT-PCR con cebadores específicos para scFv anti-GlyA 1C3 en la reacción tal como se detalló en el
ejemplo 3. Las polimerasas termoestables usadas en estas reacciones fueron una de las enzimas vent, pfu polimerasa de
alta fidelidad usadas según las instrucciones del fabricante. Se purificaron los productos de reacción de PCR con uno
de los kits comercialmente disponibles tal como se observó anteriormente y se ligó el ADN purificado en el plásmido
pCRscript comercialmente disponible y se transformó en células XL1Blue de E. coli competentes usando técnicas de
biología molecular convencionales. Se colocaron en placas las reacciones de transformación sobre placas con agar
YT que contenían X-gal. Tras incubación durante la noche, se recogieron colonias blancas (E. coli con plásmidos
que contenían insertos de ADN en el sitio de clonación múltiple) y se cultivaron durante la noche a 37ºC en 5 ml
de caldo YT que contenía ampicilina 100 µg/ml. Se extrajo el ADN de cada uno de los cultivos con el kit comercial
(Quiagen) según las instrucciones del fabricante. Se analizó el ADN purificado mediante secuenciación de ADN: los
resultados de la secuenciación se muestran en la figura 16. Esta tabla muestra mutaciones en una muestra al azar de
secuencias que representa un muestreo mínimo de las mutaciones y la variación de secuencias en las reacciones de
replicación/mutación por Qβ replicasa completas.

Ejemplo 12

Estructura secundaria predicha de ARN molde

Se han notificado las estructuras secundarias putativas y secuencias de ARN preferidas por la Qβ replicasa para sus
moldes de ARN (Zamora et al., 1995). Para determinar si éstas o estructuras preferenciales relacionadas existen en los
moldes para la evolución in vitro continua, se analizaron las secuencias no traducidas en el sentido de 5’; secuencias
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promotoras T7, las secuencias que codificaban para el gen de 1C3, el gen de la región de anclaje ligera constante,
el gen de scFv anti-Hepb 4C2 y el gen de la región de anclaje pesada constante humana de IgM con el programa
Mfold (Zucker et al., 1991) y se compararon con las estructuras preferidas por Qβ replicasa (tal como se muestra en la
figura 8). A partir de esta comparación puede observarse que se ha identificado que el scFv 1C3 tiene una estructura
secundaria de ARN interna que imita la estructura del sitio M de la Qβ replicasa, tal como lo hace la región de anclaje
CL y muestra una similitud con la secuencia sintética preferida notificada por Zamora et al., 1995. Esto puede explicar
la replicación preferida del molde de CL de scFv anti-GlyA 1C3 con respecto a la de scFvCH3 anti-Hepb 4C2 por la
Qβ replicasa (véase el ejemplo 3). Por tanto, se propone el gen de la región CL como región de anclaje para moléculas
presentadas para su presentación a la transcripción/traducción acopladas y cualquier mutagénesis puesto que el ARN
que codifica para esta región promueve y aumenta la replicación y mutación asociada por Qβ replicasa de esta región
y sus fusiones genéticas.

Ejemplo l3

Protocolo de expresión para pLysN-NS5B (83 kDa, pI ∼ 9,05)

pLysN-NS5B es un vector de expresión bacteriano (citoplasmático) con un promotor T7. NS5B es la ARN polime-
rasa dependiente de ARN de HepC no estructural. NS5B está fusionada a un resto de LysN en su extremo N terminal
que están separados por un conector de Gly-Ser-Gly-Ser-Gly, 10 residuos de His y seguidos por un conector de Asp-
Asp-Asp-Asp-Lys (GSGSGH10D4K).

Se transformó este plásmido en la cepa de E. coli HMS174 (DE3)pLysS y se hizo crecer en placas con agar
1YT/amp100 µg/ml/cloranfenicol34 µg/ml a 37ºC. Se seleccionó una sola colonia y se cultivó en un caldo durante la noche
(1YT/amp100 µg/ml/cloranfenicol34 µg/ml) a 37ºC. Para la expresión, se subcultivó el cultivo iniciador durante la noche
mediante dilución hasta una A600 = 0,1 en 1YT/amp100 µg/ml/cloranfenicol34 µg/ml a 37ºC en matraces agitadores de 2
l a 120 rpm. Se hizo crecer el cultivo hasta que la A600 alcanzó 0,8-1,0 y entonces se indujo con IPTG 1 mM, se
complementó con amp 100 µg/ml y se dejó que procediera la expresión a 37ºC durante 4-5 horas.

Se recogió el cultivo y se centrifugó a 5000 g en un rotor enfriado previamente a 4ºC. Se midió el peso húmedo
del cultivo recogido y se congeló el sedimento celular a -80ºC. Se produjeron aproximadamente 3-4 gramos (peso
húmedo) por litro de cultivo celular.

Protocolo de lisis y purificación

Se consiguió la extracción de la RdRp de HepC (NS5B) lisando las células seguido de técnicas de química de
proteínas convencionales.

Se añadieron al sedimento celular congelado 5 ml de tampón C (recién preparado) a 4ºC por gramo de sedimento
celular. Se agitó la mezcla a 4ºC usando una perla magnética hasta que se resuspendió completamente el cultivo.
Entonces se sonicó el cultivo con 11 explosiones cada una de 10 segundos con una pausa de 1 minuto entre cada
explosión mientras se agitaba continuamente con una perla magnética durante todo el proceso de sonicación. Se
centrifugaron las células sonicadas a 75000 g a 4ºC durante 20 minutos y se recuperó el sobrenadante (lisado).

Se añadió una saturación al 30% de AmSO4 al lisado y entonces se centrifugó a 10000 g durante 15 minutos. Esto
sirvió para eliminar algunas proteínas bacterianas. Se desechó el sedimento y se añadió al sobrenadante una saturación
al 50% de AmSO4 y se centrifugó y de nuevo a 10000 g durante 15 minutos. Esto sirvió para precipitar la NS5B de
una gran proporción de proteínas de E. coli. Se desechó el sobrenadante y se resuspendió el sedimento en la mitad del
volumen original con tampón C. Se dializó esto en tampón C a 4ºC durante la noche.

Se analizó una alícuota de cada etapa en SDS-PAGE para confirmar la purificación parcial de la banda de RdRp de
HepC de ∼90 kDa.

Se cargó el extracto dializado sobre una columna de intercambio catiónico con resina “S” Hyper D equilibrada
previamente con tampón C. Entonces se lavó la columna con tampón C hasta que se consiguió un punto de referencia
estable. Se realizó la elución con un gradiente escalonado de tampón C con NaCl 1 M. Se encontró que NS5B eluía a
una razón de NaCl al 50% que correspondía a una concentración de NaCl 600 mM.

Se analizaron las fracciones eluidas en un SDS-PAGE al 10% para confirmar la purificación. Se purificó la NS5B
mediante este proceso hasta una homogeneidad de más del 90% con proteínas contaminantes de peso molecular
inferior minoritarias.

Se concentró la NS5B purificada mediante saturación al 50% con AmSO4 y resuspensión en un volumen de tampón
C (con Tris pH 7,4) suficiente para volver a disolver el sedimento. Entonces se dializó esto en el mismo tampón para
eliminar el AmSO4.
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Esta pureza de la NS5B era tal que no se necesitó purificación adicional mediante cromatografía de exclusión
molecular en una columna Superose 12 preparativa en tampón C (Tris), aunque era opcional.

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (acrilamida al 12,5%) y la tinción con azul de Coomassie de
las proteínas de la proteína purificada mostraron una sola banda a aproximadamente 70 kD.

Se sometió a ensayo la RdRp de HepC (NS5B) mediante numerosos protocolos. El método más simple se basa
en el kit de transcripción a gran escala de Novagen (TB069). Se han usado con éxito formas modificadas de este
protocolo. Se describe brevemente este método tal como sigue.

Se usa un molde de ADN bicatenario que se digiere en el sentido de 5’ de un promotor T7/T3/SP6 en presencia de
una ARN polimerasa dependiente de ADN de T7 para preparar el molde de ARN. Entonces la RdRp de HepC (NS5B)
en el mismo cóctel amplifica el ARN producido por la polimerasa de T7.

Este método ha utilizado el molde de ADN control en el kit así como el ADN de plásmido cortado en el sentido
de 5’ del promotor T7 con éxito. La cantidad de ADN usada ha sido de tan sólo 0,1 ng con éxito. La cantidad de
polimerasa de T7 usada ha sido de tan sólo 0,1 µl.
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De manera interesante, se ha demostrado en estos experimentos que la RdRp de HepC (NS5B) tiene la capacidad
de cebar ADNbc en ausencia de cebadores de oligonucleótido y amplificar el ARN.

Ejemplo 14

Clonación de la secuencia codificante de ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C en el vector de expresión
eucariota pCDNA3.1

Se clonó la secuencia codificante de ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C de la figura 10 en el
vector pCDNA3.1 (figura 9) para su expresión in situ en el sistema de transcripción/traducción acopladas y replica-
ción/mutación concomitante del ARN diana. La secuencia de oligonucleótidos usados como cebadores en la amplifi-
cación por PCR de la ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C para su clonación en los sitios de restricción
EcoRI y NotI en el vector de expresión eucariota pCDNA3.1:

5’ GTGGTGGAATTCGCCGCCACCTCTATGTCGTACTCTTGGACC

5’ GCACGGGCTTGGGCGATAATCCGCCGGCGAGCTCAGATC

Se clonó la ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C en el vector pCDNA3.1 (denominado pCD-
NAHEPC) con una estrategia similar a la descrita en el ejemplo 2 pero usando los oligonucleótidos anteriores en la
amplificación por PCR de la ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C a partir del vector mostrado en la
figura 17. Los métodos usados para demostrar que la ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C se estaba
sintetizando in situ eran exactamente tal como se describieron en el ejemplo 2. Los resultados de la reacción acoplada
con el molde de la ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C en pCDNAHEPC se muestran en la figura
18. Los resultados mostrados en esta figura demuestran que la ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C
produce mayores cantidades de transcrito (barrido b) que la polimerasa de T7 sola. En el presente documento, la banda
tiene una mayor intensidad y es más ancha que la banda sin ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C, lo
que indica el efecto sobre el ARN.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la mutación de una proteína de interés, síntesis de un mutante de la proteína de interés y
selección de un mutante de la proteína de interés que se une a una molécula diana que comprende:

a) incubar una molécula de ARN replicable que codifica para la proteína de interés con precursores de ribonu-
cleósido trifosfato de ARN y una ARN polimerasa dirigida por ARN, en el que la ARN polimerasa dirigida por ARN
replica la molécula de ARN pero introduce mutaciones generando de ese modo una población de moléculas de ARN
mutante;

b) incubar las moléculas de ARN mutante de la etapa (a) con un sistema de traducción en condiciones que dan
como resultado una síntesis de una población de proteínas mutantes de manera que tras la traducción, las proteínas
mutantes se asocian con sus moléculas de ARN codificante formando de ese modo una población de complejos de
ARN/proteína mutante;

c) seleccionar uno o más complejo(s) de ARN/proteína mutante exponiendo la población de complejos de ARN/
proteína mutante de la etapa (b) a la molécula diana.

2. Un método según la reivindicación 1, en el que las etapas (a) a (c) se repiten una o más veces, en el que la
molécula de ARN replicable usada en la etapa (a) es el ARN obtenido del/de los complejo(s) seleccionado(s) en la
etapa (c).

3. Un método según la reivindicación 2, en el que las etapas (a) a (c) se repiten más de una vez, en el que la
molécula de ARN replicable usada en la etapa (a) es el ARN obtenido del/de los complejo(s) seleccionado(s) en la
etapa (c).

4. Un método según la reivindicación 2 o la reivindicación 3, en el que las etapas (a) a (c) se llevan a cabo
simultáneamente en un recipiente o bien de una sola cámara o bien de múltiples cámaras, en el que el recipiente de
múltiples cámaras permite la transferencia de fluidos entre cámaras.

5. Un método según cualquier reivindicación anterior, que comprende además la etapa de recuperar el/los com-
plejo(s) de ARN/proteína mutante de la etapa (c) unido(s) a la molécula diana.

6. Un método según cualquier reivindicación anterior, que comprende además la etapa de liberar las moléculas de
ARN del/de los complejo(s) de la etapa (c).

7. Un método según cualquier reivindicación anterior, en el que el ARN replicable es ARNm.

8. Un método según la reivindicación 7, en el que la molécula de ARNm replicable se deriva de un molde selec-
cionado del grupo que consiste en ARN RQ135, ARN MDV-1, ARN microvariante, ARN nanovariantes, CT-ARN y
ARN RQ120.

9. Un método según la reivindicación 7, en el que la molécula de ARNm replicable se deriva de un vector que
comprende un molde seleccionado de ARN MDV-1 y ARN RQ135.

10. Un método según cualquier reivindicación anterior, que comprende además la etapa de transcribir un molde de
ADN para producir el ARN replicable.

11. Un método según la reivindicación 10, en el que el molde de ADN es una molécula de ADN lineal.

12. Un método según la reivindicación 10 o la reivindicación 11, en el que el molde de ADN comprende:

(i) una región no traducida que comprende un elemento de control que promueve la transcripción del ADN en
ARN y un sitio de unión a ribosoma;

(ii) un marco de lectura abierto que codifica para la proteína que se une a la molécula diana; y

(iii) una estructura de horquilla situada en el sentido de 5’ del marco de lectura abierto.

13. Un método según la reivindicación 12, en el que la estructura de horquilla es una secuencia de unión a replicasa.

14. Un método según la reivindicación 13, en el que la secuencia de unión a replicasa tiene una longitud de entre
15 y 50 nucleótidos.

15. Un método según la reivindicación 13, en el que la secuencia de unión a replicasa tiene una longitud de entre
20 y 40 nucleótidos.
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16. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en el que la Qβ replicasa reconoce la secuencia
de unión a replicasa.

17. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, en el que la secuencia de unión a replicasa
comprende la secuencia: GGGACACGAAAGCCCCAGGAACCUUUCG.

18. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 16, en el que una segunda estructura de horquilla
se incluye en el sentido de 3’ del marco de lectura abierto.

19. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18, en el que el sitio de unión a ribosoma se
deriva del virus MS2.

20. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 19, en el que una secuencia que codifica para un
polipéptido se fusiona en 3’ y en marco con el marco de lectura abierto.

21. Un método según la reivindicación 20, en el que el polipéptido es una región constante de inmunoglobulina.

22. Un método según la reivindicación 21, en el que el dominio constante de inmunoglobulina es un dominio ligero
constante del anticuerpo de ratón 1C3.

23. Un método según cualquier reivindicación anterior, en el que las proteínas mutantes se asocian con sus molé-
culas de ARN codificantes por medio de complejos de ribosoma.

24. Un método según cualquier reivindicación anterior, en el que el sistema de traducción es un sistema de traduc-
ción libre de células.

25. Un método según la reivindicación 24, en el que el sistema de traducción libre de células comprende un extracto
S-30 de Escherichia coli.

26. Un método según la reivindicación 24, en el que el sistema de traducción libre de células comprende un lisado
de reticulocitos.

27. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, en el que el sistema de traducción comprende
células completas.

28. Un método según la reivindicación 27, en el que las proteínas mutantes se asocian con sus moléculas de ARN
codificante mediante asociación con o ubicación dentro de la misma célula.

29. Un método según cualquier reivindicación anterior, en el que el sistema de traducción comprende glutatión
oxidado y/o reducido en una concentración total de entre 0,1 mM y 10 mM.

30. Un método según la reivindicación 29, en el que la concentración de glutatión está entre 2 mM y 7 mM.

31. Un método según la reivindicación 29, en el que el sistema de traducción comprende glutatión oxidado a una
concentración de aproximadamente 2 mM y glutatión reducido a una concentración de entre 0,5 mM y 5 mM.

32. Un método según cualquier reivindicación anterior, en el que la ARN polimerasa dirigida por ARN

(i) introduce mutaciones en la molécula de ARN replicado a una frecuencia de al menos una mutación puntual en
104 bases; o

(ii) introduce al menos una inserción o deleción a una frecuencia de 10−4.

33. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 31, en el que la ARN polimerasa dirigida por ARN

(i) introduce mutaciones en la molécula de ARN replicado a una frecuencia de al menos una mutación puntual en
103 bases; o

(ii) introduce al menos una inserción o deleción a una frecuencia de 10−3.

34. Un método según cualquier reivindicación anterior, en el que la ARN polimerasa dirigida por ARN se seleccio-
na del grupo que consiste en Qβ replicasa, ARN polimerasa dirigida por ARN de hepatitis C, ARN polimerasa dirigida
por ARN del virus de la estomatitis vesicular, replicasa del virus del mosaico amarillo del nabo y ARN dependiente
de ARN de bacteriófago phi 6 de ARN.

35. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 33, en el que la ARN polimerasa dirigida por ARN
es Qβ replicasa.
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36. Un método según cualquier reivindicación anterior, en el que la molécula diana se selecciona de una molécula
de ADN, una proteína, un receptor, una molécula de superficie celular, un metabolito, un anticuerpo, una hormona,
una bacteria o un virus.

37. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la molécula diana se une a una
matriz.

38. Un método según la reivindicación 37, en el que la matriz comprende perlas magnéticas.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> CRC para Diagnostic Technologies
<120> Evolución in vitro en una etapa continua
<130> 91662
<140>
<141>
<160> 26
<170> PatentIn Ver. 2.1

SEQ ID NO: 1
<211> 318
<212> ADN
<213> Secuencia de inmunoglobulina de murino
<220>
<223> Descripción de secuencia: Región constante de anticuerpo de ratón 1C3

<400> 1

SEQ ID NO: 2
<211> 2004
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Descripción de secuencia: Región constante de anticuerpo humano 1C3

<400> 2

SEQ ID NO: 3
<211> 748
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Descripción de secuencia: SCFV antiglicoforina 1C3
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<400> 3

SEQ ID NO: 4
<211> 807
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Descripción de secuencia: SCFV anti-antígeno de superficie de hepatitis (4C2)

<400> 4

SEQ ID NO: 5
<211> 7489
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Plásmido artificial pERT7Q beta

<400> 5
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SEQ ID NO: 6
<211> 1716
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C
<220>
<223> Descripción de secuencia: NS5B del virus VHC
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<400> 6

SEQ ID NO: 7
<211> 65
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 7

SEQ ID NO: 8
<211> 58
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 8

SEQ ID NO: 9
<211> 57
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 9

SEQ ID NO: 10
<211> 46
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 10

SEQ ID NO: 11
<211> 55
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 11

SEQ ID NO: 12
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 12

SEQ ID NO: 13
<211> 39
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 13

6



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 351 275 T3

SEQ ID NO: 14
<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 14

SEQ ID NO: 15
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 15

SEQ ID NO: 16
<211> 50
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 16

SEQ ID NO: 17
<211> 51
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 17

SEQ ID NO: 18
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial
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<400> 18

SEQ ID NO: 19
<211> 51
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 19

SEQ ID NO: 20
<211> 65
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 20

SEQ ID NO: 21
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 21

SEQ ID NO: 22
<211> 54
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 22

SEQ ID NO: 23
<211> 61
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 23

SEQ ID NO: 24
<211> 56
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 24

SEQ ID NO: 25
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 25

SEQ ID NO: 26
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripción de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 26
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