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DESCRIPCION
Constructo de vector

La presente invencién se refiere a la exposicion fagica y, en particular, a particulas fagicas fluorescentes y vectores
de é&cidos nucleicos para la produccion de particulas fagicas fluorescentes. Mas particularmente, la presente invencién
se refiere a constructos de vector en los que se fusiona una secuencia codificante de un fluoréforo con una secuencia
codificante de la proteina de cubierta fagica pVIII.

A lo largo de las Gltimas tres décadas, la exposicion fagica se ha convertido en un método potente y eficiente para la
identificacion y evolucién de nuevas proteinas de unién. Aunque existen tecnologias combinatoriales competidoras,
ninguna muestra el alto grado de versatilidad en combinacién con la facilidad de uso. Sin embargo, todavia es un reto
el cribado para el fenotipo deseado tras la seleccién (en inglés, “panning”) de los fagos, y no esta garantizado que se
identifiquen los ligantes éptimos. La seleccién en tiempo real, como la ofrecida por las tecnologias combinatoriales
celulares compatibles con la citometria de flujo, tales como la exposicién en levaduras, presenta una ventaja
significativa, ya que los ligandos marcados fluorescentemente y la separacidén celular activada por fluorescencia
(FACS, por sus siglas en inglés) separa eficientemente los ligantes de los no ligantes de una manera cuantitativa en
combinacién con su recuperacion (Boder y Wittrup, 1997, Nat. Biotechnol., 15, 553-557, y Feldhaus et al., 2003, Nat.
Biotechnol., 21, 163-170).

Todavia no se han integrado métodos eficientes basados en FACS con la exposicién fagica, por varios motivos: 1) la
particula fagica es excesivamente pequefia para detectarse por tamafio (dispersiéon directa y lateral) en el flujo; de
esta manera, se requiere un marcaje fluorescente directo o una visualizacién indirecta, tal como mediante anticuerpos
antifago marcados, lo que limita significativamente la sensibilidad y utilidad del método (Bowley et al., 2009, PNAS
106:1380-1385), 2) FACS requiere una particula fisica recuperable; de esta manera, debido a que una particula fagica
por si sola es excesivamente pequefia, la diana debe expresarse sobre una superficie celular, o inmovilizarse sobre
una fase sélida, tal como microesferas, 3) el marcaje fluorescente directo del fago mediante acoplamiento quimico
puede perturbar la unién de la diana cuando hay grupos reactivos libres en o préximos al sitio de unién, o introduce
impedimentos estéricos a la unién de antigenos, 4) la deteccién de anticuerpos requiere etapas adicionales de
incubacién y lavado que conducen a la posible pérdida de clones y reducen la eficiencia de la seleccion.

De esta manera, la integracién de un médulo inherente de deteccién fluorescente en la plataforma fagica mejoraria
significativamente la capacidad de utilizar métodos basados en FACS, asi como proporcionaria una herramienta muy
util para otros tipos de ensayo basados en la deteccidn mediante fluorescencia.

La exposicion funcional de proteinas fluorescentes sobre la superficie de particulas fagicas se ha conseguido
anteriormente. Por ejemplo, Velappan et al. (Nucleic Acids Research, 38(4).e22, 2010) han mostrado que algunas
formas de GFP pueden expresarse en forma de una fusién con las proteinas de cubierta fagica plX o plll, aunque los
mejores constructos no presentaban una fusiéon genética directa entre el fluoréforo y la proteina de cubierta fagica,
sino que por el contrario utilizaban una disposiciéon de hélice arrollada para unir el fluoréforo a la proteina de cubierta
fagica de una manera post-traduccional indirecta, en la que cada componente esta codificado y se expresa en forma
de componentes individuales separados. Ademés, Speck et al. (Protein Engineering, Design & Selection: PEDS, 24,
473-484, 2011) han mostrado que GFP y algunos derivados de GFP pueden expresarse en forma de una fusién directa
con una forma truncada (solo dominio C-terminal) de la proteina de cubierta fagica plll en un sistema de fagémido.

El documento n.° WO 2010/104596 se refiere a ligandos de unién con fluorescencia intrinseca (denominados
“fluorocuerpos”), bibliotecas de fluorocuerpos y métodos de preparacidén de fluorocuerpos.

Wang et al. (Molecular Pharmaceutics, 2011, 8(5), 1720-1728) se refiere al mecanismo de direccionamiento de
nanoportadores modificados con proteina de fusion fagica.

La pVIll es la proteina de cubierta (capside) principal en los fagos filamentosos y, de esta manera, la fusién de
fluoréforos a la proteina de cubierta pVIIl es potencialmente ventajosa debido a su elevado nimero de copia por
particula fagica, y porque no interfiere con la exposicidén de la punta en ninguna de las restantes cuatro proteinas de
cépside. Sin embargo, los informes sobre las fusiones basadas en la exposicién fagica clasica de moléculas
heterdlogas con la proteina de cubierta pVIIl estan restringidos a la exposicion de péptidos cortos.

Ademas, tal como se ha comentado anteriormente, la exposicién fagica funcional de fluoréforos utilizando técnicas
clasicas de exposicién fagica puede ser problematica. Un motivo para ello es que las proteinas fluoréforos son bastante
sensibles y normalmente se expresan y pliegan en el citoplasma para ser funcionales, lo que puede presentar
problemas en términos de conseguir la transferencia de las proteinas de fusién de proteinas de cubierta fagica-
fluoréforo expresadas al periplasma y la exposicion de fluoréforos funcionales en la superficie fagica (DelLisa et al., J.
Biol. Chem., 277 (33), 29825-29831, 2002).
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Las técnicas actuales para resolver dicha cuestién implican la utilizacién de anticuerpos anti-pVIll marcados
fluorescentemente, que a su vez pueden utilizarse para marcar fluorescentemente las particulas fagicas, que entonces
pueden detectarse utilizando técnicas estandares, p. ej., mediante citometria de flujo o tincién fluorescente.

Mas recientemente, Hess et al.,, 2012 (Bioconjugate Chemistry, 23:1478-1487), han superado algunos de dichos
problemas mediante la demostracién de la fusién de GFP en una proteina de cubierta de pVIll fagica utilizando una
técnica post-traduccional, en la que se utiliza un enzima sortasa para conjugar las moléculas de GFP a las moléculas
de pVIII presentes sobre la superficie de particulas fagicas.

Lo anterior se ha conseguido mediante la utilizacién de técnicas estandares de exposicién fagica para obtener
particulas fagicas que expresan proteinas de cubierta pVIll con una insercién de péptido corto que puede ser
reconocido por el enzima sortasa. Esta insercién de péptido seguidamente puede someterse a tecnologia estandar de
sortasa con el fin de unir post-traducionalmente la proteina de cuubierta pVIIlI modificada sobre la superficie del fago
a moléculas de GFP obtenidas de fuentes estandares.

De esta manera, aunque Hess et al. (supra) proporcionan particulas fagicas en las que las proteinas pVIll estan
fusionadas con fluoréforos GFP, no se lleva a cabo mediante técnicas clasicas de exposicidn fagica, en las que habria
una fusién genética dentro de la particula fagica entre una secuencia de acido nucleico codificante de la proteina de
cubierta pVIll y una secuencia codificante del fluoréforo, de manera que se produciria una proteina de fusién. Ello
también significa que no existe ningln vinculo genotipo-fenotipo en el sistema de Hess, lo que resulta desventajoso
para las tecnologias de cribado, en las que una caracteristica importante del enfoque clasico de exposicion fagica es
que una particula fagica seleccionada que expone una proteina de interés (p. €j., una proteina que se une a un ligando
diana) contiene el material genético codificante para dicha proteina de interés expuesta, que seguidamente puede
obtenerse y analizarse o manipularse adicionalmente.

En la presente invencién, inesperadamente y no segun las expectativas de las ensefianzas de la técnica anterior, tal
como se ha descrito anteriormente, los presentes inventores han encontrado que pueden exponerse proteinas
fluorescentes sobre las particulas fagicas en forma de una fusién genética con la proteina de cubierta fagica pVIll. Ello
se ha conseguido mediante la provisién de un constructo de vector que combina la utilizacién de la ruta secretoria Tat
de E. coli con una proteina de fusién de fluoréforo-pVIll. Dichos vectores permiten ventajosamente la produccién de
particulas fagicas que exponen proteinas fluorescentes funcionales y detectables. En otras palabras, las particulas
fagicas son intrinsecamente (o inherentemente) fluorescentes.

Los inventores también han mostrado que dichos vectores pueden utilizarse para incorporar una fusién de una
segunda proteina de interés (PDI) con una proteina de cubierta fagica alternativa (no pVlll) con el fin de conseguir la
exposicion en superficie simultineamente de tanto la proteina de fusién fluoréforo-pVIll y la proteina de interés
fusionada con otra proteina de cubierta. En otras palabras, los inventores han demostrado en la presente memoria la
generacién de vectores y particulas fagicas tanto con capacidad de fluorescencia intrinseca y otra capacidad
proporcionada por la PDI, p. €j., actividad de unién a una diana. De esta manera, dicho sistema fagico fluorescente de
vectores y fagos producidos utilizando los vectores (también denominados en la presente memoria “fluorofagos”)
puede utilizarse ventajosamente para la seleccién y cribado con el fin de combinar las ventajas y facilidad del cribado
fluorescente con la capacidad de investigar inmediata y facilmente una PDI seleccionada utilizando el vinculo fenotipo-
genotipo de la exposicién fagica clasica. Este sistema fagico fluorescente posee usos en ensayos no FACS, ya que
por si mismo es directamente compatible con los enfoques clasicos de cribado basdos en placas de microtitulacién,
realizados tradicionalmente como ensayos de inmunosorcidn ligada en enzima (ELISA, por sus siglas en inglés), o
similares, que ahora podrian simplificarse y basarse alternativamente en mediciones cuantitativas de fluorescencia, p.
ej. mediante FLISA (por sus siglas en inglés, ensayo de inmunosorcién ligada a fluorescencia). Se describen otros
usos en otros sitios de la presente memoria.

Ademas, los inventores han mostrado que aprovechando la capacidad de disponer ahora de una proteina de fusién
genética como médulo de deteccion como una parte inherente del sistema de exposicién fagica, también puede
utilizarse la evolucién molecular combinatorial para optimizar y mejorar la proteina de fusidén. Ello se llevé a cabo
mediante aleaotirzacién de la secuencia codificante del fluoréforo y partes de pVlll, seguido del cribado fenotipico en
FACS para una sefial incrementada respecto a la del constructo parental. Ello permitié identificar una nueva proteina
de fusién mutante que incrementaba la sefial obtenida més alla de lo observado con el constructo parental. El efecto
aparentemente se debe a una mejor adaptacién de la proteina heteréloga al huésped productor E. coli, de manera
que el resultado neto es un incremento del pool de proteina de fusién funcional, lo que se traduce tanto en un
incremento dela sefial fluorescente de la célula productora, como también de las particulas fagicas producidas por
esta célula. Ademas, los inventores han mostrado que la sobreexpresién del transportador Tat en las células huésped
de E. coli puede mejorar significativamente la sefial fluorescente.

De esta manera, en un aspecto, la presente invencién proporciona un constructo de vector que comprende los
componentes siguientes:

(i) unasecuencia codificante de un péptido de sefial que dirige las proteinas a la ruta secretoria Tat, y
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(i) una secuencia codificante de un fluoréforo fusionado con una secuencia codificante de la proteina de cubierta
fagica pVIII.

Los vectores de la invencion son vectores de expresién o constructos de expresién, es decir, generalmente
comprenden secuencias de acidos nucleicos que permiten la expresién (sintesis proteica) en una célula huésped
apropiada de componentes proteicos codificados que se desean.

Tal como se ha descrito de manera general anteriormente, la presente invencién se refiere al campo de la exposicidn
fagica. De esta manera, los vectores de la invencién pueden ser vectores fagicos o vectores fagémicos (plasmidos),
la construccién y componentes basicos de los cuales seran bien conocidos por el experto en la materia, y pueden
seleccionarse con el fin de conseguir la expresion de proteinas fagicas y el empaquetamiento de particulas fagicas en
una célula huésped apropiada de manera que las proteinas heterélogas o exégenas fusionadas con las diversas
proteinas de cubierta fagica se exponen sobre la superficie de la particula fagica.

De esta manera, al utilizar los vectores de la invencién para transformar una célula huésped apropiada, tal como una
cepa de E. coli apropiada, se producen particulas fagicas que contienen varias moléculas de fluoréforo funcionales
fusionadas con la proteina de cubierta fagica pVIIl y que estan expuestas en la superficie de la particula fagica, con
las secuencias de vector u otras secuencias de acidos nucleicos codificantes de los diversos componentes fagicos del
genoma fagica contenido dentro de la particula fagica. Dicho fluoréforo funcional expuesto sobre la superficie del fago
puede detectarse mediante técnicas convencionales, tales como la tincién fluorescente (detectable mediante, por
ejemplo, microscopia fluorescente o citometria de flujo, o un lector o detector de fluorescencia, p. €j., un lector o
escéner de placas o un luminémetro).

La presente invencidén se extiende a secuencias de acidos nucleicos 0 moléculas de acidos nucleicos que pueden
formar parte de los vectores de la invencién. De esta manera, otro aspecto de la invencién proporciona una molécula
de acido nucleico o secuencia de acido nucleico que comprende los componentes siguientes:

(i) una secuencia codificante de un péptido de sefial que dirige proteinas a la ruta secretoria Tat, y
(i) una secuencia codificante de un fluoréforo fusionado a una secuencia codificante de la proteina de cubierta
fagica pVIII.

La presente invencion proporciona, ademas, fagos o particulas fagicas que comprenden los vectores o moléculas de
acidos nucleicos de la invencién y expresan una proteina de fusién de fluoréforo-pVIll sobre la superficie. Dichos fagos
o particulas fagicas pueden ser de cualquier fago filamentoso. Son ejemplos preferentes los fagos de enterobacterias,
por ejemplo los fagos M13, fd y f1.

De esta manera, los vectores de la presente invencién comprenden una secuencia codificante de un péptido de sefial.
Este péptido de sefial (o0 secuencia de sefial, o secuencia lider, o péptido lider peripldsmico, o secuencia lider
periplasmica) puede ser cualquier secuencia apropiada (secuencia de aminoécidos) que dirija o direccione proteinas
a la ruta de exportacién o secrecidén “Twin-Arginine Translocation” (Tat), p. ej., apuntando o direccionando la proteina
al transportador Tat. Dichos péptidos de sefial también se denominan en la presente memoria “péptidos de sefial de
Tat”. En los vectores de la invencién, esta secuencia codificante del péptido de sefial esta operablemente ligada a la
secuencia codificante de la proteina de fusién fluoréforo-pVIIl (una proteina fluoréforo fusionada con una proteina
pVIll) y, de esta manera, dirige la proteina (la proteina de fusién fluoréforo-pVlll) a la ruta secretoria Tat.

La ruta Tat es una de varias rutas de traslocacién o secretorias presentes en las células huésped bacterianas tales
como E. coli. En esta ruta, la proteina se pliega bajo las condicione reductoras del citoplasma previamente a la
traslocacion de la proteina totalmente plegada a través de la membrana interna hasta el periplasma. Al llegar al
periplasma, el péptido de sefial seguidamente es extraido por una peptidasa de sefial apropiada. Otras rutas de
traslocacion o secretorias conocidas en bacterias gram-negativas, tales como E. coli, que participan en la traslocacién
de proteinas del compartimiento citosdlico al peripldsmico son la ruta SEC dependiente de particulas de
reconocimiento de sefial (SRP, por sus siglas en inglés), la ruta secretoria (Sec) clasica o la ruta dependiente de YidC
(Baneyx, 2004, Nat. Biotechnol. 22:1399-1408). En contraste con la ruta Tat, las rutas SEC transportan proteinas no
plegadas a través de la membrana interna hasta el periplasma mediante un mecanismo de trenzado, mientras que el
transporte mediado por YidC también puede involucrar el transporte por lo menos parcialmente plegado utilizando el
mecanismo de la flipasa (Kumazaki et al., 2014, Nature 509:516-520).

Las secuencias de sefial o péptidos de sefial para la ruta Tat son bien conocidos por el experto en la materia y puede
utilizarse cualquiera de ellos, o en efecto derivados o variantes de los mismos que muestran capacidad conservada o
mejorada de dirigir proteinas a la ruta Tat. En efecto, el nombre de la ruta Tat (en inglés, “Twin-Arginine Translocation”)
se refiere a un motivo lider de doble arginina altamente conservado (S/TRRXFLK, SEC ID n.° 33) que se encuentra
en la region N-terminal de proteinas destinadas al transporte por la ruta Tat. En esta secuencia, X puede ser cualquier
aminodacido, preferentemente cualquier aminoacido polar. De esta manera, esta seria una secuencia de ejemplo que
podria formar parte del péptido de sefial en los vectores de la invencién.
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Un ejemplo preferente seria la secuencia de sefial de trimetilamina N-éxidorreductasa (Tor A) de E. coli 0 un derivado
(o variante) de la misma que presenta una capacidad conservada o mejorada (p. €j., un mutante de ganancia de
funcién) respecto a la secuencia inicial para exportar proteinas por la ruta Tat. Son derivados de ejemplo y preferentes,
por ejemplo, los indicados en Delisa et al. (J. Biol. Chem., 277 (33), 29825-29831, 2002).

La secuencia completa de la secuencia lider T o A de tipo salvaje es la siguiente
(MNNNDLFQASRRRFLAQLGGLTVAGMLGPSLLTPRRAT, SEC ID n.° 32). Esta secuencia de péptido de sefial o
cualquier otra secuencia de péptido de sefial que comparte el elemento TorA para dirigir la proteina de la que es una
parte al transportador Tat puede utilizarse en los vectores de la presente invencién (por ejemplo, tal como se describe
en la entrada interpro IPR006311 o en Bendtsen et al., 2005, BMC Bioinformatics 6:167). En la secuencia lider de tipo
salvaje de Tor A, anteriormente, el motivo de consenso de doble arginina esta subrayado y los péptidos de sefial que
comprenden esta secuencia pueden utilizarse en los vectores de la invencion, siempre que se conserve ese
direccionamiento a la ruta Tat.

Un péptido de sefial particularmente preferente para la utilizacién en la presente invencién es el péptido de sefial Tor
AB7 (MNNNDLFQTSRQRFLAQLGGLTVAGMLGPSLLTPRRAT, SEC ID n.° 2) que ha sido modificado para un
direccionamiento periplasmico mejorado de las proteinas por la ruta Tat en comparacién con el péptido de sefial TorA
de tipo salvaje. El péptido de sefial Tor AB7 presenta o comprende la secuencia TSRQRFLA (SEC ID n.° 34), en la
que los residuos subrayados son los residuos que difieren de la secuencia de sefial TorA de tipo salvaje, y los péptidos
de sefial que comprenden esta secuencia resultan particularmente preferentes siempre que se conserve el
direccionamiento a la ruta Tat.

Alternativamente, también pueden utilizarse los mutantes Tor A, B6, E2, F1, F11 o H2 tal como se dan a conocer en
la Tabla Il de Delisa et al., supra.

De esta manera, un péptido de sefial preferente para la utilizacién en la presente invencién es el péptido de sefial Tor
AB6 (MNNNDLFQTSRRRLLAQLGGLTVAGMLGPSLLTPRRAT, SEC ID n.° 35), que ha sido modificado para un
direccionamiento periplasmico mejorado de las proteinas por la ruta Tat en comparacién con el péptido de sefial TorA
de tipo salvaje. El péptido de sefial Tor AB6 presenta o comprende la secuencia TSRRRLLA, SEC ID n.® 36, en la que
los residuos subrayados son los residuos que difieren de la secuencia de sefial de TorA de tipo salvaje, y los péptidos
de sefial que comprenden esta secuencia resultan particularmente preferentes siempre que se conserve el
direccionamiento a la ruta Tat.

De esta manera, un péptido de sefial preferente para la utilizacién en la presente invencién es el péptido de sefial Tor
AE2 (MNNNDIFQASRRRFLAQPGGLTVAGMLGPSLLTPRRAT, SEC ID n.° 37), que ha sido modificado para un
direccionamiento periplasmico mejorado de las proteinas por la ruta Tat en comparacién con el péptido de sefial TorA
de tipo salvaje. El péptido de sefial Tor AE2 presenta o comprende la secuencia IFQASRRRFLAQP, SEC ID n.° 38,
en la que los residuos subrayados son los residuos que difieren del péptido de sefial TorA de tipo salvaje, y los péptidos
de sefial que comprenden esta secuencia resultan particularmente preferentes siempre que se conserve el
direccionamiento a la ruta Tat.

De esta manera, un péptido de sefial preferente para la utilizacién en la presente invencién es el péptido de sefial Tor
AF1 (MNNNELFQASRRRFLAQLGGLTVAGMLGPSLLTPRRAT, SEC ID n.° 39), que ha sido modificado para un
direccionamiento periplasmico mejorado de las proteinas por la ruta Tat en comparacién con el péptido de sefial TorA
de tipo salvaje. El péptido de sefial Tor AF1 presenta o comprende la secuencia ELFQASRRRFLA, SEC ID n.° 40, en
la que los residuos subrayados son los residuos que difieren de la secuencia de sefial de TorA de tipo salvaje, y los
péptidos de sefial que comprenden esta secuencia resultan particularmente preferentes siempre que se conserve el
direccionamiento a la ruta Tat.

De esta manera, un péptido de sefial preferente para la utilizacién en la presente invencién es el péptido de sefial Tor
AF11 (MNNNDLFQTTRRRFLAQLGGLTVAGMLGPSLLTPRRAT, SEC ID n.° 41), que ha sido modificado para un
direccionamiento periplasmico mejorado de las proteinas por la ruta Tat en comparacién con el péptido de sefial TorA
de tipo salvaje. El péptido de sefial Tor AF11 presenta o comprende la secuencia TTRRRFLA, SEC ID n.° 42, en la
que los residuos subrayados son los residuos que difieren de la secuencia de sefial de TorA de tipo salvaje, y los
péptidos de sefial que comprenden esta secuencia resultan particularmente preferentes siempre que se conserve el
direccionamiento a la ruta Tat.

De esta manera, un péptido de sefial preferente para la utilizacién en la presente invencién es el péptido de sefial Tor
AH2 (MNNNDSFQTSRRRFLAQLGGLTVAGMLGPSLLTPRRAT, SEC ID n.° 43), que ha sido modificado para un
direccionamiento periplasmico mejorado de las proteinas por la ruta Tat en comparacién con el péptido de sefial TorA
de tipo salvaje. El péptido de sefial Tor AH2 presenta o comprende la secuencia SFQTSRRRFLA, SEC ID n.° 44, en
la que los residuos subrayados son los residuos que difieren de la secuencia de sefial de TorA de tipo salvaje, y los
péptidos de sefial que comprenden esta secuencia resultan particularmente preferentes siempre que se conserve el
direccionamiento a la ruta Tat.
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Ademas, pueden utilizarse derivados o variantes adicionales de los péptidos de sefial anteriormente indicados, en
particular puede utilizarse el péptido de sefial Tor AB7, en los vectores de la invencién siempre que dichas secuencias
de derivado o variante muestran una capacidad conservada o mejorada de dirigir las proteinas a la ruta Tat. La
capacidad de dirigir proteinas a la ruta Tat puede verificarse facilmente utilizando cualquier técnica conveniente, pro
ejemplo utilizando las cepas mutantes E. coli tatC y tatAE, o por ejemplo utilizando el ensayo de informador proteico
descrito en Delisa et al., supra.

Las variantes apropiadas podrian comprender péptidos de sefial que comprenden o consisten en una secuencia de
aminoacidos, o una secuencia de nucleétidos codificante de una secuencia de aminoacidos, con una identidad de
secuencia de por lo menos 70 %, 75 % o 80 % respecto a las secuencias de péptido de sefial anteriormente
mencionadas, tal como una identidad de por lo menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %. Estas secuencias variantes deberian conservar o
presentar la propiedad funcional de actuar como un péptido de sefial que puede dirigir las proteinas a la ruta secretoria
Tat. También podrian utilizarse truncados o fragmentos funcionales de dichas secuencias (0 estas secuencias
homélogas) siempre que se conserve la capacidad de codificar una proteina que conserve o presente la propiedad
funcional de actuar como un péptido de sefial. Otros ejemplos preferentes de péptidos de sefial mutados son
secuencias que contienen hasta 6, p. ej., hasta 5, 4, 3, 2 0 1 aminoacido alterado en los péptidos de sefial
anteriormente indicados.

En realizaciones descritas de manera general en otros sitios en la presente memoria, en donde los vectores de la
invencién pueden codificar una segunda proteina de fusion de cubierta fagica no pVlll, p. ej., una segunda proteina
(diferente) de cubierta fagica fusionada a una proteina de interés (PDI), en algunas de estas realizaciones puede
utilizarse otro tipo de secuencia de sefial (es decir, no Tat) con (puede ligarse operablemente) la fusién de proteina de
cubierta fagica no pVIIl o no utilizarse ninguna secuencia de sefial, p. ej., con una fusién PDI-pIX no es necesario
utilizar una secuencia de sefial y en ocasiones preferentemente no se utiliza. En realizaciones en las que no se utiliza
ninguna secuencia de sefial, p. ej., con un constructo de fusién PDI-plX, dichas proteinas de fusién de pIX
generalmente se dirigiran a la ruta YidC. En realizaciones en las que se utiliza una secuencia de sefial no Tat, la fusién
de proteina de cubierta fagica no pVIll se dirigird a una ruta secretaria no Tat, segln determine la naturaleza de la
secuencia de sefial seleccionada, p. €j., a la ruta secretoria Sec.

En los vectores de la invencién, la secuencia codificante del péptido de sefial (el péptido de sefial Tat) esté ligado, p.
ej., operablemente ligado, a la secuencia codificante de la proteina de fusién fluoréforo-pVIll, de manera que dirige la
proteina de fusién de fluordforo-pVlll a la ruta secretoria Tat.

La expresién “proteina de fusién”, “fusionado”, etc., se utiliza en la presente memoria para describir la unién funcional
de dos 0 mas componentes proteicos en la misma secuencia polipeptidica o en el mismo marco de lectura abierta
(ORF, por sus siglas en inglés). Tales proteinas de fusién también pueden describirse como fusiones genéticas, ya
que estan codificadas por la misma secuencia de &cidos nucleicos (en ocasiones denominada “gen de fusién” o
“secuencia nucleotidica de fusién”). Aunque dos (0o mas) componente proteicos (0 secuencias de 4cidos nucleicos
codificantes) pueden ser directamente contiguos entre si en dicha proteina de fusidn, igualmente los componentes
pueden unirse mediante espaciadores o conectores peptidicos apropiados. Tal como es bien conocido de la técnica,
los espaciadores o conectores pueden ser importantes para permitir que cada uno de los componentes proteicos
individuales se expresa de una manera funcional, p. ej., al permitirles formar la estructura tridimensional correcta para
realizar o mantener su funcién nativa.

De esta manera, en las proteinas de fusién codificadas por los vectores de la invencién, generalmente se incluye un
espaciador (o conector) peptidico entre el fluoréforo y la parte pVlll de la proteina de fusién (en ocasiones denominada
“proteina de fusion pVIII") o entre la proteina de interés (PDI) y la segunda proteina de cubierta fagica. En otras
realizaciones, no es necesario incluir dichos conectores o espaciadores, o pueden incluirse solo entre algunos de los
componentes. De esta manera, en los vectores de la presente invencion, las secuencias codificantes del fluoréforo o
la PDI pueden fusionarse con las secuencias codificantes de pVIll u otra proteina fagica, respectivamente, con o sin
una secuencia de espaciador o conector entre los componentes. Todas estas posibilidades (es decir, proteinas de
fusidén o acidos nucleicos codificantes con o sin secuencias de espaciador o conector) todavia se consideran fusiones
directas o fusiones genéticas directas.

Aunque la presente discusidn se centra en un conector o espaciador entre las proteinas e cubierta fagica y el fluoréforo
o PDI, pueden incluirse secuencias de conector en otros sitios en los vectores de la invencién, segln resulte apropiado,
p. €j., entre otros componentes de los vectores comentados en la presente memoria, por ejemplo entre el péptido de
sefial y el fluoréforo.

De esta manera, la expresién “proteina de fusién pVIII” se refiere a una proteina pVIIl (proteina fagica pVlll), o
fragmento de la misma, fusionada con un péptido o proteina exégeno, en este caso un fluordforo. Las expresiones
“proteina de fusién plll”, “proteina de fusién plV”, “proteina de fusién pVII” o “proteina de fusién pIX” se refieren a una
proteina plll, pVI, pVIl o pIX (proteina fagica plll, pVI, pVIl o pIX) (segln resulte apropiado), o fragmentos de la misma,
fusionada con un péptido exdgeno, p. ej., una proteina de interés (PDI).
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De esta manera, los vectores de la invencién comprenden una secuencia (una secuencia de acidos nucleicos)
codificante de un fluoréforo fusionado (genéticamente fusionado) con una secuencia codificante de una proteina de
cubierta fagica pVIll (en ocasiones denominadas en la presente memoria “fluoréforo-pVIII"). El fluoréforo y la pVlll
pueden encontrarse en cualquier orden o espaciado apropiado en el vector, siempre que, una vez procesados y
empagquetados en particulas fagicas, se forme una proteina de fusién funcional entre el fluoréforo y la pVIll, en donde
el componente pVlIl de la proteina de fusién forma parte de la cubierta fagica y el fluoréforo se expresa o expone
funcionalmente sobre la superficie de la particula fagica. La parte fluoréforo de la proteina de fusiéon se posiciona de
esta manera en el mismo marco que la parte pVIIl de la proteina de fusién. Ello implica que el fluoréforo y la pVIll se
expresan en la misma secuencia polipeptidica o, en otras palabras, en forma de una fusién directa. En los vectores de
la invencién resulta generalmente preferente que el componente fluoréforo de la proteina de fusién se posicione N-
terminalmente (en el extremo N-terminal o en proximidad al mismo) respecto al componente pVlll de la proteina de
fusién.

Debido a que el fluoréforo esta fusionado con la proteina de cubierta fagica principal, pVIll, utilizando un enfoque de
expresion por complementacién clasico (tipo salvaje 8+8 (fagémido) o tipo salvaje 88 (gendmico)), la particula fagica
final producida mediante la utilizacién de los vectores de la invencidn presentard multiples copias del fluoréforo
distribuidas aleatoriamente a lo largo de la longitud dela particula fagica, junto con copias de la proteina pVIIl de tipo
salvaje. Debido a que, por ejemplo, los fagos M13 presentan aproximadamente 2700 copias de la proteina de cubierta
principal pVIIl en su superficie, puede encontrarse presentes muchas copias del fluoréforo. De esta manera, dicha
expresion funcional del fluoréforo puede evaluarse convenientemente mediante monitorizacidén de la fluorescencia, p.
ej., fluorescencia detectable, mediante cualquier ensayo apropiado y conveniente. Tal como se muestra en los
Ejemplos, dicha monitorizacién de la fluorescencia puede llevarse a cabo convenientemente mediante monitorizacion
de la fluorescencia en células huésped transformadas, tales como E. coli, p. ej., utilizando microscopia de
fluorescencia, o mediante analisis de muestras de particulas fagicas, p. ej., muestras liquidas, para la fluorescencia
utilizando un lector de placas u otro aparato conveniente. También puede utilizarse el analisis de FACS o FLISA.

Debido a que presenta una fusién genética entre el fluoréforo y la proteina de cubierta fagica pVIll es importante para
la presente invencion, los fluoréforos convenientemente apropiados eran fluoréforos biolégicos u otros fluoréforos que
pueden estar codificados en una secuencia de acidos nucleicos e incluirse de esta manera en los vectores de la
invencién. Preferentemente, dicho fluoréforo también sera intrinsecamente fluorescente o directamente detectable.
También pueden utilizarse fluoréforos que puedan activarse o que sean blanqueables.

Los fluoréforos preferentes para la utilizacién en la presente invencién son fluoréforos biologicos que presentan o que
comprenden una estructura o arquitectura de barril .

Dichos fluoréforos serian bien conocidos por el experto en la materia (ver, por ejemplo, la revisién de Shaner et al,,
2007, J. Cell Sci., 120(24):4247-4260) y entre ellos se incluyen la proteina fluorescente verde (GFP, por sus siglas en
inglés) o derivados de la misma con la misma topologia de plegado que GFP (también denominados “derivados de
GFP”). En otras palabras, entre dichos fluoréforos para la utilizacidn en la invencién se incluyen la proteina fluorescente
verde (GFP) o derivados fluordforos de la misma que presentan una arquitectura o estructura de barril f o una
arquitectura de GFP. Dichos fluoréforos no GFP puede dneominarse convenientemente fluoréforos de tipo GFP o
derivados de GFP o fluoréforos con arquitectura de GFP. Aunque actualmente se han aislado proteinas fluorescentes
verdes de multiples organismos, el término GFP tradicionalmente y en la presente memoria se refiere a la proteina
aislada por primera vez a partir de la medusa Aequorea victoria. Esta proteina de tipo salvaje se ha sometido, sin
embargo, a diversas modificaciones para producir la amplia diversidad de derivados de GFP o fluoréforos de tipo GFP
actualmente descritos en la literatura.

Dichos fluoréforos contienen uno o més barriles B en forma de una unidad, por ejemplo pueden contener un Unico
barril B (un monémero barril ) o multiples barriles B, por ejemplo homotetrdmeros de barril .

La totalidad de dichos fluoréforos presentan o comprenden una estructura cilindrica 3D similar en la que una gran
parte del esqueleto polipeptidico esta enrollada en una estructura de barril § que generalmente comprende 11 cadenas
de laminas beta que circundan una hélice alfa central que contiene el croméforo. La estructura de barril B forma un
cilindrico practicamente perfecto, creando lo que puede denominarse estructura de “lata B” que caracteriza la familia
de fluoréforos similares a GFP (derivados de GFP). De esta manera, en una perspectiva alternativa, los fluoréforos
que contiene esta estructura de “lata B” también resultan preferentes para la utilizacién en la presente invencion. Este
cilindro de barril B presenta generalmente una anchura de aproximadamente 24 a 30 Ay una longitud de 40 a 42 A.

La familia GFP de fluoréforos (GFP mas variantes o derivados de GFP, o fluordforos similares a GFP) incluye las
variantes azul (BFP), cian (CFP) y amarilla (YFP), segun el perfil de emisién espectral, asi como variantes verdes de
la GFP original. Son ejemplos adicionales la GFP potenciada (EGFP, por sus siglas en inglés), la CFP potenciada
(ECFP) y la YFP potenciada (EYFP).

Aunque la familia GFP de fluoréforos (GFP mas variantes o derivados de GFP, o fluoréforos similares a GFP o

fluoréforos relacionados con la GFP) presentan algunas propiedades inherentemente diferentes, p. ej., el color de
emision, la intensidad de la fluorescencia y otras propiedades, tales como al estabilidad (y, en efecto, puede
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manipularse de manera que presente dicha propiedades diferentes), la presencia y conservacién de la estructura o
arquitectura de barril B anteriormente descrita significa que generalmente se comportan de una manera similar. De
esta manera, los miembros dela familia GFP de fluoréforos (o variantes de los mismos, p. €j., variantes funcionales
con una identidad de secuencias de por o menos 70 % u otros valores tal como se indica en otros sitios de la presente
memoria) son fluoréforos preferentes para la utilizacién en la presente invencién.

Las secuencias de acidos nucleicos codificantes de dichos fluoréforos (y sus secuencias de aminoacidos) son bien
conocidas y estédn descritas en la técnica, y pueden obtenerse facilmente de bases de datos de la literatura o
estandares (ver, por ejemplo, la entrada de pfam PF01353 o la entrada de Interpo IPR011584).

Algunos ejemplos especificos de fluoréforos apropiados, o fluoréforos similares a GFP (o fluoréforos variantes de GFP)
o fluoréforos que contienen barril B, para la utilizaciéon en la presente invencién son mNeonGreen (otra proteina
fluorescente verde con fluorescencia amarilla-verde extremadamente brillante, Shaner et al., 2013, Nature Methods,
1(5):407-409), mGFPmut2 (una version optimizada para FACS de GFP, Cormack et al., 1996, Gene 173:33-38) y
mCherry (una proteina fluorescente roja, Shaner et al., 2004, Nat. Biotechnol., 22, 1567-1572), en donde “m” se refiere
a “monomérico”. Otros ejemplos podrian ser EGFP (o ECFP o EYFP). Los fluoréforos preferentes para la utilizacién
en la presente invencién son mNeonGreen, o un derivado o variante del mismo, y GFP o un derivado o variante del
mismo, por ejemplo mGFPmut2 o algun otro derivado o variante, p. ej.,, EGFP (Heim et al.,, 1995, Nature 373:663-664).
Un fluoréforo mas preferente para la utilizacién en la presente invencién es mNeonGreen o un derivado o variante del
mismo.

mNeonGreen (Shaner et al., 2013, supra) es una proteina fluorescente verde monomérica brillante derivada de
Branchiostoma lanceolatum. La proteina nativa original de Branchiostoma lanceolatum es un tetrdmero y esto ha sido
modificado (tal como se describe en Shaner et al., 2013, supra) para obtener NeonGreen monomérica (m) (es decir,
MNG), que se utiliza en la presente invencién. El mutante final contiene 21 sustituciones respecto a la proteina inicial
tetramérica y presenta picos agudos de excitacion y emisién (en 506 nm y 517 nm). De esta manera, mNeonGreen
puede utilizarse para obtener imagenes con una pérdida esencialmente nula de fotones de emisién utilizando
conjuntos de filtros de paso de banda o de paso largo estandar para proteinas fluorescentes verdes. La secuencia del
constructo sintético para mNeonGreen presenta el cddigo de acceso GenBank KC295282.1 y se repite posteriormente
por completitud. La secuencia de acidos nucleicos presenta 711 pares de bases de longitud (SEC ID n.® 45):

1 atggtgagca agggcgagga ggataacatg gecctctcetcee cagecgacaca tgagttacac
6l atctttgget ccatcaacgg tgtggacttt gacatggtgg gtcagggcac cggcaatcca
121 aatgatggtt atgaggagtt aaacctgaag tccaccaagg gtgacctcca gttctecccce
181 tggattctgg tcccectcatat cgggtatgge ttccatcagt acctgeccta ccctgacggg
241 atgtcgcctt tccaggccgce catggtagat ggctccggat accaagtcca tcegcacaatg
301 cagtttgaag atggtgecctc ccttactgtt aactaccgct acacctacga gggaagccac
361 atcaaaggag aggcccaggt gaaggggact ggtttccctg ctgacggtcc tgtgatgace
421 aactcgctga cecgectgegga ctggtgcagg tcgaagaaga cttaccccaa cgacaaaacc
481 atcatcagta cctttaagtyg gagttacacc actggaaatg gcaagcgcta ccggagcact
541 gcgcggacca cctacacctt tgccaagcca atggcecggcecta actatctgaa gaaccagecg
601 atgtacgtgt tccgtaagac ggagctcaag cactccaaga ccgagctcaa cttcaaggag

661 tggcaaaagg cctttaccga tgtgatgggc atggacgagc tgtacaagta a

El identificador de proteina para la proteina codificada es AGG56535.1, que presenta la secuencia indicada
posteriormente (236 aminoacidos, SEC ID n.° 46):

1 mvskgeednm aslpathelh ifgsingvdf dmvggqgtgnp ndgyeelnlk stkgdlqgfsp
61 wilvphigyg fhqylpypdg mspfgaanvd gsgygvhrtm gfedgasltv nyrytyegsh
121 ikgeagvkgt gfpadgpvmt nsltaadwcr skktypndkt iistfkwsyt tgngkryrst
181 arttytfakp maanylkngp myvfrktelk hsktelnfke wqgkaftdvmg mdelyk

En realizaciones de la invencién en las que el vector codifica el fluoréforo mNeonGreen, la secuencia de é&cidos
nucleicos indicada anteriormente puede incorporarse en los vectores de la invencién. Debido a que en los vectores de
la invencién, la secuencia codificante de mNeonGreen esta codificada en forma de una proteina de fusién cadena
abajo de un péptido de sefial, en la secuencia de nucleétidos de mNeonGreen incorporada en los vectores de la
invencién convenientemente se han eliminado los codones iniciales de inicio (atg) y parada (taa).

En realizaciones preferentes de la invencién, se utiliza una versién de codones optimizados de dicha secuencia de
acidos nucleicos que ha sido optimizada para la expresién bacteriana, p. €j., en E. coli. Aunque puede utilizarse
cualquier versién de codones optimizados apropiada, a continuacién se describe de manera general una secuencia
especifica para una versién optimizada para los codones de mNeonGreen que puede utilizarse en la presente
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invencién. (Nuevamente, los codones de inicio y parada han sido omitidos para una mejor incorporacién en los
vectores).

BT TTCTARRGETCARGARGACAACATHGCT TCTET GCCEGSTACCOACGARCTGCACAT CTTCGETTCTA
TCARCGETSTTSACTTCOACATGETTGOTCAGGETACCEGTARSCTGRANGACGET TACGRAGRACTGAR
COTGARATCTACCARAGETEACCTGCAGTT CTCTCCOT CHATC T TAGT TCCGUACAT CEETTACGETTTE
CACCAGTACCTGCOGTACCIGGAT FTCTCCETTE OTECTAT G GACGETTCT GETTACS
AGETTCACCETS TECAGTTCERAGRCGOTECTTOTCTGACCE T TARCTACCET TAACCTAC BRAGE
TPCTCACATCARAGST GAAGCTCAGET TARAGETACCEET TTCCCAGUTGACGET CCGET TAT GACCARS
TCTCTGACCGECTGCTGACTGETGCCETTC TAARRARRCC TACCCGAAC GACARAARCCATCATCTCTACCT
TCARATECTOTTACACCACCEETAACCETAANCETTACCETTCTASCECT CGTACCACCTACACCTTCGE
TARACCGATSSCTGCTARC TALCT GARAAACCAGCCCAT GTACETTTT CC G TAAAA LT GARCT SARACAC
TOTARARCTGARCTERARCTTCARAGAATGGCAGARAGITTTCATCCAC GTTATGGCTATGEACGAACTGT
ACAAR (SEC TD n.° 3)

La totalidad de estas versiones de codones optimizados codifica la misma secuencia de aminoacidos que
AGG56535.1, anteriormente. Sin embargo, debido a que la secuencia de nucleétidos codificante del residuo de
metionina inicial ha sido omitida, la secuencia de aminoéacidos codificada es:

’F DI\"'V(:L,GTGNP NDGYEELNLE

DG MBPEQAAMYD GSGYQVHRTM
f VOVEGT GEFPADGPVMT NSLTAADWIR
GNGKRYRST ARTTYTFAK? MAANYLENOP

S ’CE:DI'M A&, I_FA’TH:LH GSINGVEL

SEXTYPNDKT W
MYVEFRKTELE HSKTELNFKE WOKAFTDVMG MDELYEK (5@

Tal como se ha indicado anteriormente y como se discute en mayor detalle en otros sitios en la presente memoria, en
otras realizaciones de la invencion el vector comprende una secuencia codificante de un derivado o variante del
fluor6foro mNeonGreen (mNG), p. ej., un derivado o variante de SEC ID n.° 4 0 n.° 46, o un derivado o variante de
SECIDn.°450n.°3.

De esta manera, en otras realizaciones, el fluoréforo mNG codificado comprende o consiste en una secuencia de
aminodacidos con una identidad de secuencias de por lo menos 70 %, 75 % o 80 % respecto a la SEC ID n.° 4, tal
como una identidad de por lo menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92
%, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %. Estas secuencias de mNG variantes deben conservar o presentar la
propiedad funcional de actuar como un fluoréforo. También podrian utilizarse truncados o fragmentos funcionales de
la SEC ID n.° 4 (o0 estas secuencias homélogas) u otras secuencias de mNG, siempre que se conserve la capacidad
de codificar una proteina que conserve o presente la propiedad funcional de actuar como un fluoréforo.

Igualmente, la molécula de acidos nucleicos codificante del fluoréforo mNG puede comprender o consistir en una
secuencia de nucleétidos con una identidad de secuencias de por lo menos 70 %, 75 % u 80 % respecto a la SEC ID
n.° 45 o n.° 3, tal como una identidad de por lo menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %. Estas secuencias de nucledtidos de mNG variantes
deben codificar una proteina que conserve o presente la propiedad funcional de actuar como un fluoréforo. Los
truncados o fragmentos funcionales de SEC ID n.® 45 o n.° 3 (o estas secuencias homdlogas) u otras secuencias de
MNG, también podrian utilizarse, siempre que se conserve la capacidad de codificar una proteina que conserve o
presente la propiedad funcional de actuar como un fluoréforo.

La expresion “proteina de cubierta fagica pVIII” o “proteina pVIII” o “proteina fagica pVIII” o “proteina de cubierta pVIII”,
etc., tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una proteina pVIll que se origina o deriva de un fago
filamentoso (secuencia de tipo salvaje o nativa) o una proteina pVIIl con una secuencia que corresponda a la secuencia
de dicha proteina pVIIl. Son fagos filamentosos preferentes a partir de los que se deriva la proteina pVIIl o de los que
corresponde la proteina VI, los fagos M13, fd y f1.Puede utilizarse cualquier proteina pVIll apropiada, siempre que
presente la capacidad de exponer un fluoréforo en forma de una proteina de fusién de pVIll. Preferentemente, la
proteina pVIIl codificada por los vectores de la invenciéon corresponde a la proteina pVIIl madura (de longitud
completa), es decir, carece del péptido de sefial de pVIIl. Preferentemente, las proteinas pVIll codificadas por los
vectores de la invencién comprenden o consisten en la secuencia de aminoacidos siguiente, que corresponde a la
proteina pVIll madura de tipo salvaje (de longitud completa) del fago filamentoso M13 sin su secuencia de sefial.

AEGDDPAKAAFNSLQASATEYIGYAWAMVWVIVGATIGIKLFKKFTSKAS
(SEC ID n.° 8)

Una secuencia de acidos nucleicos de ejemplo codificante de dicha secuencia para la inclusién en los vectores se
proporciona en otro sitio en la presente memoria como SEC ID n.° 7.
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En otras realizaciones, la proteina pVIll codificada comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos con una
identidad de secuencias de por lo menos 70 %, 75 % o 80 % respecto a la de SEC ID n.° 8, tal como una identidad de
por lo menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 % 0 99 %. Tal como se ha indicado anteriormente, estas secuencias de pVlll variantes deben conservar
o presentar la capacidad funcional de exponer un fluoréforo como una proteina de fusién de pVIll. Los truncados o
fragmentos funcionales de SEC ID n.° 8 (o estas secuencias homélogas) u otras secuencias de pVIlIl, también podrian
utilizarse, siempre que conserven la capacidad de exponer un fluordéforo en forma de una proteina de fusién de pVIII.

Igualmente, la molécula de 4cidos nucleicos codificante de la proteina pVIIl comprende o consiste en una secuencia
de nucleétidos con una identidad de secuencias de por lo menos 70 %, 75 % o 80 % respecto a lade SEC ID n.° 7,
tal como una identidad de por lo menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %. Estas secuencias de nucleétidos de pVlll variantes deben conservar
o presentar la capacidad funcional de codificar un fluoréforo en forma de una proteina de fusiéon de pVIll que pueda
exponerse sobre una particula fagica. Los truncados o fragmentos funcionales de SEC ID n.° 7 (o estas secuencias
homélogas) u otras secuencias de pVlIll, también podrian utilizarse siempre que se conserve la capacidad de codificar
un fluoréforo en forma de una proteina de fusion de pVIll que pueda exponerse sobre una particula fagica.

Las variantes de pVIIl preferentes presentan una mutacién de valina a isoleucina en, o correspondiente a, la posicién
33 de la SEC ID n.° 8 (es decir, presentan un residuo isoleucina en, o correspondiente a, la posiciéon 33 de la SEC ID
n.° 8) o presentan un codén de isoleucina ATA en, o correspondiente a, los residuos 97 a 99 de la SEC ID n.° 7, tal
como se describe en otros sitios en la presente memoria. Una variante particularmente preferente de pVlll es la
secuencia de pVIll que se encuentra en el clon FO3 tal como se describe en otros sitios de la presente memoria. Los
fragmentos o truncados de pVIll preferentes son fragmentos o truncados funcionales que incluyen el residuo
correspondiente a la posicién 33 de la SEC ID n.° 8 al nivel de aminoacidos o de nucleétidos.

Tal como se describe en otros sitios en la presente memoria, en algunas realizaciones, los vectores del a invencidn
codifican otras proteinas de cubierta fagica no pVlIll, tales como las proteinas de cubierta plll, pVI, pVIl o pIX.

La expresién “proteina de cubierta fagica plll” o “proteina plIlI” o “proteina fagica plll” o “proteina de cubierta plll”, etc.,
tal como se utilizan en la presente memoria se refieren a una proteina plll originada o derivada de un fago filamentoso
(secuenciad de tipo salvaje o nativa), o una proteina plll con una secuencia que corresponde a la secuencia de dicha
proteina plll. Los fagos filamentos preferentes a partir de os cuales se deriva la proteina plll o a los que corresponde
la proteina plll son los fagos M13, fd y f1. Puede utilizarse cualquier proteina plll apropiada, siempre que posea la
capacidad de exponer una PDIl en forma de una proteina de fusién de plll. Preferentemente, la proteina plll codificada
por los vectores de la invencién corresponde a la proteina plll madura, es decir, carece del péptido de sefial de plll.
Preferentemente, las proteinas plll codificadas por los vectores de la invencién comprenden o consisten en la
secuencia de aminoécidos siguiente, que corresponde a la proteina plll madura de tipo salvaje del fago filamentoso
M13 sin su secuencia de sefial (ver también (Genbank AY598820.1)).

pITI 1
AETVESCLAKPHTENSFINVWKDDET LDRYANY EGCIWNATGVVVCTGDETCCY GTWVPIGLAIPENEGS
GSEGGGSEGGESEGGETHPPEYGD TP I PGYTY INPLLGETYPRPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMECNMR
FRNRQGGALTVY TCTIVIGGTDEVETY Y QY TRPVISKAMY DAYWNSRERICAFHSGFNEDRPEVCEYQGQSSDL
PQPPVNAGGESGEGSGEESEGEESEGGESEGEGSREGEIEGEESGSGDFDY ERMANANKEGAMTENATENAT
QEUAKGKLDSVATDYGARTIDGFIGDVSGLANGNGATGDFAGSNSOMAQVEDGEDNS PLMNNFRQY LESTRPQ
SVECRPEVEGAGEPYEFSIDCDRINLFRGVEARLLY VAT MY VESTFANTILENKES

{(SEC ID n.® 12}

Una secuencia de 4cidos nucleicos de ejemplo codificante de dicha secuencia de aminoacidos para la inclusion en los
vectores se proporciona a continuacién, como SEC ID n.° 11.
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(SEC ID n.° 11)

En otras realizaciones, la proteina plll codificada comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos con una
identidad de secuencias de por lo menos 70 %, 75 % o 80 % respecto a la de SEC ID n.° 12, tal como una identidad
de por lo menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %. Estas secuencias de nucleétidos de plll variantes deben conservar o presentar la
capacidad funcional de exponer una PDI en forma de una proteina de fusién de plll. Los truncados o fragmentos
funcionales de SEC ID n.° 12 (o estas secuencias homélogas) u otras secuencias de plll, también podrian utilizarse
siempre que se conserve la capacidad de exponer una PDI en forma de una proteina de fusién de plll. Los ejemplos
de proteinas plll truncadas apropiadas para la exposicion, p. €j., truncados que contienen Unicamente la porciéon C-
terminal de plll son bien conocidos y se describen en la técnica.

La expresion “proteina de cubierta fagica pVI” o “proteina pVI” o “proteina fagica pVI” o “proteina de cubierta pV/’, etc.,
tal como se utilizan en la presente memoria se refieren a una proteina pVI| originada o derivada de un fago filamentoso
(secuencias de tipo salvaje o nativas), o una proteina pVI con una secuencia que corresponde a la secuencia de dicha
proteina pVI. Los fagos filamentosos preferentes a partir de los que se deriva la proteina pVI o a la que corresponden
la proteina VI son los fagos M13, fd y f1. Puede utilizarse cualquier proteina pVI| apropiada siempre que posea la
capacidad de exponer una PDI en forma de una proteina de fusién de pVI. Preferentemente, las proteinas pVI
codificadas por los vectores de la invencién comprenden o consiste en la secuencia de aminoacidos siguiente, que
corresponde a la proteina pVI del fago ayudante VCSM13 (Genbank AY598820.1).

MPVLLGIPLLLRFLGFLLVTLFGYLLTFLKKGFGKIAIAISLFLALHGLNSILVGYLSDISAQ
LPSDFVQGVQLILPSNALPCFYVILSVRKAAIFIFDVKQKIVSY LDWDK

(SEC ID n.° 13)

En otras realizaciones, la proteina pV| codificada comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos con una
identidad de secuencias de por lo menos 70 %, 75 % o 80 % respecto a la de SEC ID n.° 13, tal como una identidad
de por lo menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %. Estas secuencias de pVI| variantes deben conservar o presentar la capacidad funcional
de exponer una PDI en forma de una proteina de fusién de pVI. Los truncados o fragmentos funcionales de SEC ID
n.° 13 (o estas secuencias homélogas) u otras secuencias de pVI, también podrian utilizarse siempre que se conserve
la capacidad de exponer una PDI en forma de una proteina de fusién de pVI.

La expresién “proteina de cubierta fagica pVIl” o “proteina pVII” o “proteina fagica pVII” o “proteina de cubierta pVII”,
etc., tal como se utilizan en la presente memoria se refieren a una proteina pVIl originada o derivada de un fago
filamentoso (secuencias de tipo salvaje o nativas), o una proteina pVIl con una secuencia que corresponde a la
secuencia de dicha proteina pVIl. Los fagos filamentosos preferentes a partir de los que se deriva la proteina pVll o a
la que corresponden la proteina VIl son los fagos M13, fd y f1. Puede utilizarse cualquier proteina pVIl apropiada
siempre que posea la capacidad de exponer una PDI en forma de una proteina de fusién de pVII. Preferentemente,
las proteinas pVIl codificadas por los vectores de la invencién comprenden o consiste en la secuencia de aminoéacidos
siguiente, que corresponde a la proteina pVII de tipo salvaje del fago ayudante VCSM13 (Genbank AY598820.1).

MEQVADFDTIYQAMIQISVVLCFALGIAGGQR
(SEC 1D n.° 14)

En otras realizaciones, la proteina pVIl codificada comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos con una
identidad de secuencias de por lo menos 70 %, 75 % o 80 % respecto a la de SEC ID n.° 14, tal como una identidad
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de por lo menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %. Estas secuencias de pVIl variantes deben conservar o presentar la capacidad funcional
de exponer una PDI en forma de una proteina de fusién de pVII. Los truncados o fragmentos funcionales de SEC ID
n.° 14 (o estas secuencias homélogas) u otras secuencias de pVIl, también podrian utilizarse siempre que se conserve
la capacidad de exponer una PDI en forma de una proteina de fusion de pVII.

La expresion “proteina de cubierta fagica plX” o “proteina pIX’ o “proteina fagica pIX” o “proteina de cubierta pIX”, etc.,
tal como se utilizan en la presente memoria se refieren a una proteina plX originada o derivada de un fago filamentoso
(secuencias de tipo salvaje o nativas), o una proteina pIX con una secuencia que corresponde a la secuencia de dicha
proteina pIX. Los fagos filamentosos preferentes a partir de los que se deriva la proteina pVll o a la que corresponden
la proteina IX son los fagos M13, fd y f1. Puede utilizarse cualquier proteina plX apropiada siempre que posea la
capacidad de exponer una PDI en forma de una proteina de fusién de pIX. Preferentemente, las proteinas plX
codificadas por los vectores de la invencién comprenden o consiste en la secuencia de aminoacidos siguiente, que
corresponde a la proteina plX de tipo salvaje del fago ayudante VCSM13 (Genbank AY598820.1).

MSVLVYSFASFVLGWCLRSGITYFTRLMETSS
{SEC 1D n.®15)

En otras realizaciones, la proteina pIX codificada comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos con una
identidad de secuencias de por lo menos 70 %, 75 % o 80 % respecto a la de SEC ID n.° 15, tal como una identidad
de por lo menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %. Estas secuencias de plX variantes deben conservar o presentar la capacidad funcional
de exponer una PDI en forma de una proteina de fusién de plX. Los truncados o fragmentos funcionales de SEC ID
n.° 15 (o estas secuencias homélogas) u otras secuencias de plX, también podrian utilizarse siempre que se conserve
la capacidad de exponer una PDI en forma de una proteina de fusién de plX.

En la presente invencién, la “identidad de secuencias” es una medida de la identidad entre proteinas al nivel de
aminodacidos y una medida de la identidad entre acidos nucleicos al nivel de nucleétidos. La identidad de secuencias
de proteina puede determinarse mediante la comparacion de la secuencia de aminoacidos en una posicién dada en
cada secuencia cuando las secuencias estan alineadas. Analogamente, la identidad de secuencia de &cidos nucleicos
puede determinarse mediante comparacién de la secuencia de nucledtidos en una posicién dada en cada secuencia
cuando las secuencias estan alineadas. En donde se hace referencia en la presente memoria a moléculas variante o
derivadas, por ejemplo mediante valores de porcentaje de identidad, p. ej., por lo menos 70 %, etc., debe entenderse
que dichas variantes o derivados son variantes o derivados generalmente funcionales, es decir, muestran una funcién
conservada o mejorada.

Los métodos para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de
acidos nucleicos son bien conocidos y estan descritos en la técnica, y puede utilizarse cualquiera de ellos. Por ejemplo,
para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoéacidos o de dos secuencias de é&cidos
nucleicos, se alinean las secuencias con fines de comparacién éptima (p. ej., pueden introducirse huecos en la
secuencia de una primera secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos para la alineacién 6ptima con una segunda
secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos). A continuacién, se comparan los residuos aminoacidos o nucleétidos
en posiciones de aminoacido o posiciones de nucleétido correspondientes. Cuando una posicién en la primera
secuencia esta ocupada por el mismo residuo aminoacido o nucleétido que la posicién correspondiente en la segunda
secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicién. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias
es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de identidad=n.° de
posiciones idénticas/n.° total de posiciones (p. ej., posiciones solapantes) x 100). En algunas realizaciones, las dos
secuencias son de la misma longitud.

Pueden alinearse manualmente las secuencias y contar el nimero de aminoacidos idénticos. Alternativamente, puede
llevarse a cabo la alineacién de dos secuencias para la determinaciéon del porcentaje de identidad utilizando un
algoritmo matemético. Dicho algoritmo se incorpora en los programas NBLAST y XBLAST (Altschul et al., 1990).
Pueden llevarse a cabo busquedas de BLAST de nucleétidos con el programa NBLAST, puntuacién=100, longitud de
palabra=12, con el fin de obtener secuencias de nucleétidos homoélogas de moléculas de &cidos nucleicos de la
invencidén. Pueden llevarse a cabo busquedas de BLAST de proteinas con el programa XBLAST, puntuacién=50,
longitud de palabra=3 para obtener secuencias de aminoacidos homoélogas a las de una molécula de proteina de la
invencién. Para obtener alineaciones con huecos con fines comparativos, puede utilizarse BLAST con huecos
(“Gapped BLAST”). Alternativamente, puede utilizarse PSI-Blast para llevar a cabo una blsqueda iterativa que detecte
relaciones distantes entre moléculas. Al utilizar los programas NBLAST, XBLAST y Gapped BLAST, pueden utilizarse
los parametros por defecto de los programas respectivos. Ver http:/iwww.ncbi.nlm.nih.gov. Alternativamente, puede
calcularse una identidad de secuencias después de alinear las secuencias, p. €j., con el programa BLAST en la base
de datos EMBL (www.ncbi.nlm.gov/cgi-bin/BLAST). Generalmente, para la alineacién pueden utilizarse los parametros
por defecto con respecto a, p. €], la “matriz de puntuaciones” y la “penalizacién por hueco”. En el contexto de la
presente invencién, la configuracién por defecto de BLASTN y PSI BLAST puede resultar ventajosa. En el célculo del
porcentaje de identidad, solo se cuentan las correspondencias exactas.
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En realizaciones preferentes de la invencion, en los constructos de vector se incluyen uno o més sitios de unién a
ribosoma (ribosémicos) (RBS, por sus siglas en inglés). Dichos componentes también pueden denominarse “region
de inicio de traduccidén” (TIR, por sus siglas en inglés).

La secuencia RBS esta situada en el vector en una posicién apropiada para que la secuencia RBS funcione. La funcién
de RBS es atraer un ribosoma durante el inicio de la traduccién de la proteina y, de esta manera, esta situado
convenientemente a una distancia apropiada cadena arriba del coddn de inicio de la proteina que se desea traducir,
o cadena arriba del ORF para la proteina que se desea traducir. De esta manera, en los vectores de la presente
invencidn, la secuencia RBS se sitla convenientemente cadena arriba de la secuencia codificante del péptido de sefial
(en realizaciones en las que un péptido de sefial es parte del ORF, p. ej., para la proteina de fusién fluoréforo-pVIll).
En realizaciones en las que no hay péptido de sefial en el ORF, p. €j., en algunas realizaciones en las que una PDI
esta fusionada a una segunda proteina de cubierta no pVIll, entonces la secuencia RBS se sitia convenientemente a
una distancia apropiada cadena arriba de la secuencia codificante de la PDI o de la proteina de cubierta. La distancia
apropiada sera conocida o facilmente determinada por el experto en la materia segun la secuencia RBS seleccionada.
Las distancias de ejemplo pueden ser de siete u ocho nucledtidos desde el codén de inicio ATG, aunque ello puede
variar.

La secuencia RBS/TIR modula la intensidad de la traduccién (nivel de expresién de proteina) de las secuencias
situadas cadena abajo y diferentes tipos de RBS pueden producir diferentes niveles de expresiéon de proteina, por
ejemplo una expresién débil o fuerte. Las secuencias RBS/TIR débiles o fuertes son bien conocidas de la técnica y
pueden ser facilmente seleccionadas por el experto en la materia segln el nivel de expresién de proteina deseado.
Previsiblemente, una RBS fuerte facilita o induce mas traduccién (una traduccién fuerte) frente a una RBS débil. Tal
como se explicara en mayor detalle posteriormente, en realizaciones preferentes de la invencién, se utiliza una RBS
débil, en particular para controlar la traduccion de la proteina de fusién de fluoréforo-pVIIl.

En particular, en vectores preferentes de la invencién, se incluye una RBS cadena arriba (0 5’ o N-terminal respecto
a) el codén de inicio de la secuencia codificante del péptido de sefial que dirige proteinas a la ruta secretoria Tat. Una
RBS preferente para la utilizacién en la presente invencién es una secuencia de Shine-Dalgarno (SD) o una secuencia
basada en SD que puede incluirse en los constructos de vector. Las secuencias SD son bien conocidas y estan
descritas en la técnica y puede utilizarse cualquiera de ellas. Por ejemplo, la secuencia central SD es GAGG (SEC ID
n.° 47) y otras secuencias de consenso son AGGAGG (SEC ID n.° 48) o AGGAGGU (SEC ID n.° 49). De esta manera,
pueden utilizarse secuencias SD que comprenden dichas secuencias centrales o de consenso.

Las secuencias SD débiles o fuertes son bien conocidas de la técnica y pueden ser facilmente seleccionadas por el
experto en la materia con el fin de controlar el nivel o cantidad de expresién de proteina para cualquier ORF dado. Por
ejemplo, una SD fuerte podré unirse bien a un ribosoma. Dicha SD fuerte generalmente contendra la secuencia central
SD o una de las secuencias de consenso indicadas anteriormente de manera exacta, o con muy pocos cambios, y/o
por ejemplo contendrd varios residuos de A y/o G préximos. Alternativamente, una SD fuerte puede obtenerse
mediante la insercién de otros componentes junto con una secuencia central SD o de consenso (0 una secuencia
altamente relacionada). Dichos componentes adicionales son bien conocidos por el experto en la materia, por ejemplo
puede utilizarse una secuencia SD clasica o de consenso junto con una secuencia épsilon (p. ej., TTAACTTTA, SEC
ID n.° 50). Por ejemplo, en la presente invencién, una SD fuerte preferente es la TIR T7g10 (Olins et al., 1988, Gene
73:227-235) que incluye, ademés, una secuencia épsilon (p. ej.,, TTAACTTTA, SEC ID n.° 50). De esta manera, en
ejemplos especificos de los vectores de la invencidn en los que se utiliza una SD fuerte, la regién cadena arriba del
sitio de inicio ATG del péptido de sefial Tat puede presentar la secuencia TTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT, SEC
ID n.° 31 (secuencia épsilon subrayada y secuencia SD de consenso en negrita). Sin embargo, el experto en la materia
podra seleccionar facilmente otras secuencias SD/TIR fuertes.

Previsiblemente, una SD fuerte facilita 0 induce més traduccién (traduccidn fuerte o elevada) que una SD débil, que
facilitaré o inducira una cantidad de traduccién baja (o débil o menos eficiente).

Puede utilizarse una secuencia RBS o SD fuerte o débil en los constructos de vector de la invencién. Uno de los
objetivos del a invencidn es incrementar la fluorescencia de una particula fagica mediante el incremento del nimero
de proteinas de fusién de fluoréforo-pVIIl incorporados en la cubierta (sobre la superficie) del fago. Esto generalmente
favoreceria la utilizacion de una secuencia SD fuerte para obtener mas traduccion. De esta manera, es algo inesperado
que en algunas realizaciones una secuencia SD débil (0 una RBS débil) produzca mejores resultados, p. ej., en
términos de mejor exposicién funcional de la proteina de fusidén de fluoréforo-pVIll o una exposicién incrementada (p.
ej., mas copias por particula) de la proteina de fusién de fluoréforo-pVlll, resultando preferentemente en una
fluorescencia incrementada de las particulas fagicas.

De esta manera, en algunas realizaciones, resulta preferente la utilizacién de una secuencia SD débil (o una RBS
débil) en el constructo de vector cadena arriba de la secuencia codificante del ORF que comprende el péptido de sefial
Tat y la proteina de fusién de fluoréforo-pVIll. En otras palabras, la RBS (o SD) que controla o gobierna la traduccién
del péptido de sefial Taty, por lo tanto, de la proteina de fusiéon de fluoréforo-pVIll es una SD débil (o una RBS débil).
Preferentemente, la utilizacién de dicha secuencia SD débil resulta en mas copias de la proteina de fusién de
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fluoréforo-pVIll intacta incorporada en la cubierta del fago en comparacién con un constructo en el que se utilice una
SD fuerte (o una RBS fuerte) o en el caso de que se utilice una secuencia SD de consenso, p. ej., AGGAGG (u otras
secuencias de consenso tal como se han definido anteriormente).

En efecto, los constructos de vector en los que la eficiencia de traduccién de la proteina de fusién de fluoréforo-pVill
es baja, débil, reducida o no 6ptima resultan generalmente preferentes. Por ejemplo, las modificaciones/moléculas
variantes preferentes tal como se describe en otros sitios en la presente memoria son aquellos en los que la eficiencia
o velocidad de traduccién, por ejemplo y en particular de la proteina de fusién de fluorérofo-pVlll, es reducida o
significativamente reducida, por ejemplo en comparacién con la secuencia parental original. Preferentemente, dicha
eficiencia o velocidad de traduccién reducida o débil (o disminuida) también resulta en méas copias de la proteina de
fusién de fluoréforo-pVIll sobre la superficie del fago y/o en un nimero incrementado de fluoréforos funcionales sobre
la superficie del fago, y de esta manera, en una fluorescencia incrementada.

En realizaciones preferentes de la invencion, aunque opcionales, puede incluirse una o mas etiquetas, p. ej. etiquetas
de proteina o péptido, en los constructos de vector. Dichas etiquetas puede utilizarse convenientemente para la
deteccién y, de esta manera, en estas realizaciones, podria utilizarse cualquier etiqueta detectable. Las etiquetas
también pueden utilizarse con otros fines, tales como el enriquecimiento en proteinas de fusién que contienen etiqueta,
por ejemplo antes de que tenga lugar el cribado de la fluorescencia fagica, p. ej., mediante FACS. Las etiquetas de
péptidos antigenos (o etiquetas epitopo), tales como las etiquetas FLAG, c-myc, HA (hemaglutinina), HIS, HAT o V5,
resultan particularmente preferentes para la utilizacién en realizaciones de la invencion al utilizar técnicas de FACS u
otras técnicas de deteccién fluorescente, ya que estas etiquetas permiten facilmente el marcaje mediante la utilizacién
de anticuerpos contra la etiqueta especifica marcados fluorescentemente facilmente disponibles. Igualmente pueden
utilizarse otras etiquetas de péptido antigeno conocidas de la técnica.

Una etiqueta FLAG es una etiqueta preferente para la utilizacidn en los vectores de la presente invencién. La etiqueta
FLAG es una etiqueta octapéptido y comprende la secuencia DYKDDDDK (SEC ID n.° 10). También pueden utilizarse
derivados de la etiqueta FLAG, los cuales son bien conocidos y de referencia en la técnica. Ademés, los anticuerpos
que pueden reconocer las diversas etiquetas FLAG y que, de esta manera, pueden marcarse fluorescentemente y
utilizarse para la deteccién de la etiqueta FLAG también estan bien descritos en la técnica, p. €j., los anticuerpos M1
y M2.

Otras etiquetas para la utilizacién en la presente invencién (como una alternativa o ademas de una etiqueta péptido
antigénico, y en particular una etiqueta FLAG) son las etiquetas de biotina, que pueden capturarse, por ejemplo,
mediante la unién a estreptavidina o avidina, 0 moléculas de tipo avidina, sobre una fase sélida, o pueden marcarse,
p. €j., marcarse fluorescentemente, mediante la utilizacién de una forma marcada fluorescentemente de estreptavidina,
avidina o moléculas de tipo avidina. Las etiquetas de biotina apropiadas para la utilizacién en los constructos de la
presente invencién son bien conocidas por el experto en la materia. Las etiquetas de biotina para la utilizacién en los
métodos de la presente invencién pueden comprender moléculas de biotina de por si, p. ej., moléculas de botina que
se unen, p. €j.,, mediante conjugacidn quimica, a la proteina de fusién de fluoréforo-pVIll expresada sobre la superficie
fagica. Los métodos para unir dichas etiquetas de biotina son bien conocidos de la técnica.

Alternativamente, las etiquetas de biotina pueden comprender fracciones, p. ej., péptidos, que pueden actuar como
sustratos para reacciones de biotinilacién y, de esta manera, unirse a moléculas de biotina. Dichas etiquetas peptidicas
pueden incorporarse facilmente en los vectores de la invencidén. Por ejemplo, una etiqueta de biotina de ejemplo para
la utilizacion en la presente invencion es AviTag™ (MSGLNDIFEAQKIEWHE, SEC ID n.° 52), que es una etiqueta
disponible comercialmente de Avidity LLC, Aurora, Colorado, EE. UU., que se bictinila in vitro o in vivo mediante la
biotin ligasa.

Otro ejemplo de una etiqueta de biotina preferente es Strep-tag, que también se encuentra disponible comercialmente
de IBA GmbH, Géttingen, Alemania, y que es capaz de unirse al bolsillo de unién a biotina de la estreptavidina.
Preferentemente, Strep-tag comprende la secuencia de 8 aminoacidos Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys
(WSHPQFEK, SEC ID n.° 53). Cualesquiera otras etiquetas de proteina o péptido que sean capaces de unirse a la
estreptavidina o a la avidina podria utilizarse igualmente.

Podrian utilizarse combinaciones de una o0 méas de las etiquetas anteriormente indicadas para marcar las particulas
fagicas de manera que haya multiples marcajes.

Las etiquetas preferentes son etiquetas proteicas o etiquetas peptidicas que pueden incorporarse facilmente en los
constructos de vector (p. €j., los constructos de exposicidn fagica) de la invencién, p. ej., utilizando técnicas estandares
de recombinacién y clonacién.

La secuencia de etiqueta puede estar situada en el vector en cualquier posicién apropiada para que la etiqueta
funcione, p. ej., para expresarse y ser detectable. Dichas etiquetas pueden ser, de esta manera, internas, o estar
situadas en el lado N-terminal o C-terminal de la parte del constructo que se esté etiquetando y que va a detectarse
utilizando la etiqueta. En la presente invencién, puede utilizarse convenientemente una etiqueta para detectar la
expresion de la parte fluoréforo-pVIIlI del constructo. De esta manera, la etiqueta puede situarse convenientemente
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dentro de la parte del constructo (ORF) codificante de la proteina de fusién de fluoréforo-pVIll, por ejemplo dentro
(interna) o en (o proxima a) el extremo N-terminal o en (o préxima) al extremo C-terminal de la proteina de fusién de
fluoréforo-pVIlI.

En los vectores de la presente invencidn, una posicion preferente para la secuencia codificante de la etiqueta proteina
se encuentra en o en proximidad al extremo N-terminal del fluoréforo en la fusién fluoréforo-pVlll. Por ejemplo, la
secuencia codificante de la etiqueta proteina puede estar situada entre el péptido de sefial y el fluoréforo.

En realizaciones preferentes de la invencion, la etiqueta proteina es una etiqueta FLAG (o un derivado de la misma) u
otra etiqueta con carga negativa. Sin respaldo teérico se cree que presentar una etiqueta con carga negativa,
preferentemente situada en o préxima al extremo N-terminal del fluoréforo, por ejemplo entre el péptido de sefial y el
fluoréforo, puede resultar en una estabilidad mejorada y, por lo tanto, un mejor plegamiento de la proteina de fusidn
de fluoréforo-pVIll, que es un fendémeno observado con otras estructuras B (Schaefer, 2012, J. Mol. Biol., 417:309-335
y Dudgeon et al., 2012, PNAS, 109:10879-10884).

Una estructura de ejemplo para un constructo de la invencidn con una proteina de fusion de fluoréforo-pVIll se muestra
en la figura 1. Tal como se describe en otros sitios de la presente memoria, la etiqueta FLAG tal como se muestra en
la figura 1 (u otra etiqueta) resulta preferente, aunque es opcional.

En vectores preferentes de la invencién, se incluye una secuencia codificante de un espaciador o conector entre la
secuencia codificante del fluoréforo y la secuencia codificante de la proteina de cubierta fagica pVIll. La secuencia
puede ayudar al plegamiento de las proteinas conectadas, en particular la proteina N-terminal (en la presente
invencidén generalmente el fluoréforo) y la longitud del espaciador o conector puede ajustarse seguln sea apropiado
para permitir el mejor plegamiento funcional o uno satisfactorio, de ambos componentes. Las longitudes apropiadas
podran ser facilmente determinadas por el experto en la materia. Sin embargo, las longitudes de ejemplo serian de
entre cinco y 15 aminoacidos (Weiss et al., 2000, Protein Sci., 9:647-654), p. ej., de 6 a 10 aminoéacidos. Un conector
particular utilizado en la presente invencién presenta una longitud de 8 aminoacidos. La secuencia del conector
habitualmente es menor relevante que la longitud. Sin embargo, el conector utilizado en los vectores de ejemplos
presenta la secuencia GGGSGGGS (SEC ID n.° 6, codificada en, por ejemplo, la SEC ID n.° 5). De esta manera, este
conector resulta preferente para algunas realizaciones de la invencién, aunque se apreciard que también pueden
utilizarse conectores (espaciadores) con otras secuencias y longitudes.

Los vectores (0 moléculas de acidos nucleicos) preferentes de la invencién codifican la secuencia que comprende
SEC ID n.° A o0 16 (que comprende mNeonGreen, un conector y los 30 aminoécidos N-terminales de pVIIl) o una
secuencia con una identidad de secuencia de por lo menos 70 % respecto a ella (otros valores de ejemplo de
porcentaje de identidad se describen en otros sitios en la presente memoria).

Otros vectores (0o moléculas de acidos nucleicos) preferentes de la invencién codifican la secuencia que comprende
la SEC ID n.° C o 18 (que comprende mNeonGreen, un conector y pVIll de longitud completa) o una secuencia con
una identidad de secuencia de por lo menos 70 % respecto a ella (otros valores de ejemplo de porcentaje de identidad
se describen en otros sitios en la presente memoria).

Otros vectores (0o moléculas de acidos nucleicos) preferentes de la invencién codifican la secuencia que comprende
la SEC ID n.° E 0 20 (que comprende Tor AB7, mNeonGreen, un conectory pVlIll de longitud completa) o una secuencia
con una identidad de secuencia de por lo menos 70 % respecto a ella (otros valores de ejemplo de porcentaje de
identidad se describen en otros sitios en la presente memoria).

Otros vectores (0o moléculas de acidos nucleicos) preferentes de la invencién codifican la secuencia que comprende
la SEC ID n.° G o 22 (que comprende Tor AB7, etiqueta FLAG, mNeonGreen, un conectory pVIll de longitud completa)
0 unha secuencia con una identidad de secuencia de por lo menos 70 % respecto a ella (otros valores de ejemplo de
porcentaje de identidad se describen en otros sitios en la presente memoria).

También se proporcionan vectores (o moléculas de 4cidos nucleicos) codificantes de secuencias que comprende SEC
ID n.° K 0 26 (que comprende Tor AB7, mNG, un conector y los 30 aminoacidos N-terminales de pVIll) o SEC ID n.°
M o 28 (que comprende Tor AB7, etiqueta FLAG, mNG, un conector y los 30 aminoécidos N-terminales de pVIIl) o una
secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a ella (otros valores de ejemplo de porcentaje de identidad
se describen en otros sitios en la presente memoria).

Cualquiera de dichas secuencias de vector (p. €j., secuencias codificantes de SECIDn°A016,C 018 E020,Go
22, Ko 26, o M o 28, o variantes de las mismas) son ejemplos de secuencias que pueden utilizarse ne un vector
parental y someterse a variacién o modificacién adicional tal como se indica de manera general posteriormente.

Una secuencia de vector de ejemplo adicional para la utilizacién en la invencién se muestra en la figura 9 (SEC ID n.°
54 y n.° 55).
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Las variantes de pVIll preferentes, por ejemplo en las SEC ID n.° C 0 18, E 0 20, G 0 22, 54 0 55, presentan una
mutacion de valina a isoleucina en, o correspondiente a, la posiciéon 33 de SEC ID n.° 8 (es decir, presentan un residuo
de isoleucina en, o correspondiente a, la posiciéon 33 de la SEC ID n.° 8) o presentan un codén de isoleucina ATA en,
o correspondiente a, los residuos 97 a 99 de la SEC ID n.° 7, tal como se describe en otros sitios de la presente
memoria. Una variante de pVIll particularmente preferente es la secuencia de pVIIl tal como se encuentran en el clon
FO3 tal como se describe en otros sitios en la presente memoria.

Los vectores de exposicion fagica de la invencién tal como se ha indicado anteriormente también pueden utilizarse
para producir vectores modificados o variantes adicionales que pueden utilizarse para producir particulas fagicas
fluorescentes. Dichos vectores modificados (o variantes, derivados o mutantes) también forman parte de la invencién.
Dichas modificaciones (o mutaciones) implican, por ejemplo, la adicién, delecién, sustitucién o insercién de uno o mas
nucleétidos en la secuencia de acidos nucleicos de un vector parental para formar un nuevo vector, en donde dicho
vector parental es uno de los vectores de la invencién tal como se ha definido anteriormente, y el ensayo del nuevo
vector resultante para identificar vectores que pueden utilizarse para producir particulas fagicas fluorescentes con
propiedades mejoradas. Dichos métodos pueden utilizarse para formar multiples nuevos vectores (convenientemente
una biblioteca de nuevos vectores) la totalidad de los cuales puede someterse a ensayo para su capacidad de producir
particulas fagicas fluorescentes, preferentemente particulas fagicas fluorescentes mejoradas.

Dichas modificaciones, p. €], en la forma de adicién, delecién, sustitucién o insercién de uno o mas nucledtidos (y por
lo tanto, aminoacidos codificados) puede tener lugar en cualquiera de los dominios funcionales del vector, es decir, en
uno o mas (o la totalidad) de las partes del vector codificantes del péptido de sefial (preferentemente Tor A, mas
preferentemente Tor AB7), fluoréforo (preferentemente mNeonGreen), conector entre fluoréforo y pViIll, pVlll, o
etiqueta (preferentemente la etiqueta FLAG). Preferentemente, las modificaciones estan situadas en una o mas (o la
totalidad) de las regiones codificantes de fluoréforo (preferentemente, mNeonGreen), conector entre fluoréforo y pVlll
o de pVIIl. En el caso de que las modificaciones estén localizadas en la regién codificante de pVIll, en algunas
realizaciones las mutaciones estan localizadas en la mitad N-terminal de pVIll, por ejemplo dentro de los primeros 90
nucleétidos (o los primeros 30, p. €], los primeros 25 a 28, 0 25 a 30, aminoécidos de pVIlI).

Dichas modificaciones o mutaciones en un vector parental pueden llevare a cabo de cualquier manera apropiada
utilizando técnicas bien conocidas y documentadas en la técnica, por ejemplo mediante la realizacién de métodos de
mutagénesis aleatoria o dirigida. Preferentemente, las mutaciones realizadas son sustituciones y estas pueden
realizarse conveniente y preferentemente mediante mutagénesis aleatoria, en particular en el caso de que se desee
generar y cribar multiples mutantes (p. ej., una biblioteca de mutantes) para seleccionar aquellos que muestren
propiedades mejoradas. La mutagénesis aleatoria puede llevarse a cabo de cualquier manera apropiada, p. €j,
mediante PCR con tendencia a errores, o utilizando cepas de E. coli mutadoras. Una técnica preferente y conveniente
se describe en los Ejemplos e implica la incorporacién de anélogos de dNTP mediante PCR para introducir mutaciones
aleatorias en el ADN del vector (p. €j., un fagémido). Se encuentran disponibles kits comerciales para llevar a cabo
dicha mutagénesis aleatoria. En realizaciones descritas en otros sitios en la presente memoria, en las que se realizan
mutaciones puntuales o solo unas pocas mutaciones (por ejemplo, hasta 5), por ejemplo la mutacién de valina a
isoleucina (V a l) en la proteina pVIll (o la mutacién correspondiente en la secuencia de nucleé6tidos codificante) tal
como se describe en la presente memoria, resulta apropiada la mutagénesis dirigida u otros tipos de mutagénesis en
los que la diana pueden ser residuos especificos, que son modificados.

Los nuevos vectores producidos mediante dichos métodos, al transformarlos en una célula huésped apropiada,
preferentemente produciran particulas fagicas fluorescentes que presentan propiedades funcionales mejoradas,
preferentemente propiedades fluorescentes mejoradas.

De esta manera, la presente invencién proporciona adicionalmente vectores variantes o0 mutados que son capaces de
producir particulas fagicas que muestran una mejora en la intensidad de fluorescencia (brillo mejorado) en
comparacién con la particula fagica de tipo salvaje o parental de partida original (es decir, la particula fagicas producida
por el vector parental no mutado o de tipo salvaje). Dichas mejoras pueden proporcionarse mediante: a) el incremento
del numero de fluoréforos sobre la superficie de una particula de bacteriéfago, por ejemplo mediante la incorporacién
o integracién incrementada de proteinas de fusién de fluoréforo-pVIll en la superficie/cubierta fagica como una
propiedad inherente del ensamblaje de las particulas fagicasdel huésped de E. coli productor en virtud del fluoréforo
que se fusiona con la proteina de capside virica (en otras palabras, incrementando el nimero o nimero medio de
moléculas de fluoréforo-pVIIl por particula), o b) el incremento del brillo del fluorocromo individual, p. €j., incrementando
el brillo (intensidad de fluorescencia) intrinseco de la fracciéon fluorescente en la proteina de fusién, o c) una
combinacién de a) y b), es decir, el incremento del brillo y del nimero de fluoréforos. Otra opcidn, que podria utilizarse
por si sola o en combinacién con a) y/o b), seria mejorar la exposicién funcional del fluordforo, p. ej., mejorando (p.
ej., haciendo mas eficiente) el pliegue o incrementando la solubilidad, ya que la expresién de proteinas heterélogas
en E. coli frecuentemente resulta en una fraccién de productos proteicos traducidos pero no funcionales, p. €j,
productos proteicos insolubles. De esta manera, también pueden proporcionarse mejoras mediante el incremento del
namero de fluoréforos funcionales sobre la superficie fagica.

En el caso de a) no resulta necesario incrementar el brillo de los fluoréforos individuales. De esta manera, este
resultado puede conseguirse con fluoréforos que muestren la misma intensidad fluorescente que la molécula de
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fluoréforo de partida o, en efecto, incluso puede tolerarse una intensidad fluorescente reducida de las moléculas
individuales de fluoréforo, ya que se expondra un mayor nimero de moléculas fluorescentes sobre la superficie de
cada fago individual, lo que podria compensar dicha reduccion.

Puede utilizarse cualquier ensayo apropiado para particulas fagicas que contiene vectores mutados que presentan un
ndamero incrementado de fluoréforos sobre la superficie del bacteriéfago. Por ejemplo, puede utilizarse
convenientemente algun tipo de etiqueta detectable (que es detectable sobre la superficie del fago) para llevar a cabo
dicho cribado. Preferentemente, dichas etiquetas seran independientes del nivel de fluorescencia mostrado por la
fraccidn fluorescente, de manera que pueda evaluarse una indicacién del numero de fraccién fluorescentes sobre la
superficie del fago. El experto en la materia conoceré perfectamente ejemplos de etiquetas detectables. Por ejemplo,
puede utilizarse una etiqueta FLAG. La deteccidn puede llevarse a cabo convenientemente utilizando un anticuerpo
de la etiqueta en cuestién. FACS, p. ej., utilizando un anticuerpo marcado fluorescentemente, p. ej., un anticuerpo
contra la etiqueta FLAG, resulta particularmente preferente, ya que permite mas facilmente cribar particulas
individuales mediante monitorizacién y seleccién de particulas que se han desplazado en una direccion positiva en el
eje de fluorescencia pertinente. Alternativamente a la utilizacién de una etiqueta detectable, para FACS podrian
utilizarse anticuerpos que reconozcan especificamente el fluoréforo, tales como anti-mNeonGreen 32F6 (ChromoTek
GmbH) o similares. En el apartado de Ejemplos se muestran métodos de ejemplo, por ejemplo métodos basados en
FACS, o metodologia similar capaz de medir una sefial fluorescente del fluoréforo en cuestién (p. ej., FLISA).

En el caso de b) no resulta necesario conseguir un incremento del nimero de fluoréforos sobre la superficie de una
particula fagica individual. De esta manera, este resultado puede conseguirse con el mismo numero de fluoréforos
sobre la superficie de una particula fagica individual o, en efecto, incluso puede tolerarse un nimero reducido de
moléculas de fluoréforo individuales, ya que el incremento del brillo del fluorocromo individual, p. €j., el incremento del
brillo (intensidad de fluorescencia) intrinseco de la fraccién fluorescente podria compensar dicha reduccion.

Puede utilizarse cualquier ensayo apropiado para cribar para particulas fagicas que contienen vectores mutados que
presentan un brillo incrementado del fluorocromo individual en la proteina de fusién expresada sobre la superficie del
bacteriéfago. Por ejemplo, puede utilizarse FACS o algun otro tipo de ensayo basado en fluorescencia para medir el
nivel de fluorescencia, p. ej., para medir niveles de fluorescencia de las particulas fagicas en solucidén, en combinacién
con otro método de cuantificacién del fluoréforo, p. €j., la utilizaciéon de transferencia western, o la utilizacién de un
anticuerpo contra el fluoréforo, p. ej., el nanocuerpo anti-NeonGreen tal como se utiliza en la separacién FACS
mostrada en los Ejemplos). FACS resulta particularmente preferente, ya que permite mas facilmente el cribado de
particulas individuales mediante monitorizacién y seleccién de particulas que se han desplazado en una direccién
positiva en el eje de fluorescencia pertinente. En el apartado de Ejemplos se muestran métodos de ejemplo, por
ejemplo métodos basados en FACS o FLISA.

Preferentemente, dichos incrementos (y, en efecto, otros incrementos, mejoras o efectos positivos, tal como se
menciona en otros sitios en la presente memoria) son incrementos medibles, etc. (segln resulte apropiado), mas
preferentemente son incrementos significativos, preferentemente incrementos estadisticamente significativos, por
ejemplo con un valor de probabilidad <0,05, en comparacién con un nivel o valor de control apropiado (p. ej., en
comparacién con el nivel de fluorescencia obtenido con un vector no mutado, parental o de tipo salvaje). Los
incrementos preferentes de la intensidad de fluorescencia podrian ser incrementos superiores o por lo menos dos o
tres veces, p. €], hasta 5 veces, 10 veces 0 20 veces, superiores a la intensidad de fluorescencia del vector parental.
Un comparador conveniente o nivel basal para un vector parental que puede utilizarse para evaluar dichos incrementos
0 mejoras podria ser un vector que comprenda secuencias codificantes de SEC IDn.°E 020, 0 SECIDn°Go 22 0
SEC IDn.°C o0 18 (o, en efecto, SECIDn°A016, Ko 26,0 M o 28).

Se han desarrollado versiones mutadas de un vector que pueden producir fago fluorescente que expresa una proteina
de fusién mNeonGreen-pVIll sobre la superficie, que muestran propiedades de fluorescencia mejoradas. Algunas de
estas versiones mutadas muestran un brillo mejorado de la fraccién fluorescente mNeonGreen de modo individual (tal
como pone de manifiesto un desplazamiento positivo del eje y en los perfiles de FACS mostrados en el Ejemplo 2).
Otras de estas versiones mutadas muestran una exposicibn mejorada, es decir, un numero incrementado de
fluoréforos, sobre la superficie del bacteriéfago (tal como pone de manifiesto un desplazamiento a la derecha a lo largo
del eje x en los perfiles de FACS mostrados en el Ejemplo 2, evaluado mediante medicién de una etiqueta FLAG con
un anticuerpo marcado). Otras de estas versiones mutadas muestran tanto un brillo mejorado de la fraccién
fluorescente mNeonGreen de modo individual como un nimero incrementado de fluoréforos sobre la superficie del
bacteriéfago (tal como pone de manifiesto la presencia de clones en el cuadrante derecho superior de los perfiles de
FACS mostrados en el Ejemplo 2).

Tal como se ha indicado anteriormente, los residuos mutados que resultan en una fluorescencia mejorada de las
particulas fagicas pueden estar localizados en cualquier parte del vector, aunque preferentemente se encuentran en
la parte mNeonGreen o la parte pVIll de la proteina de fusiéon (mas preferentemente en la parte pVlll), o en el conector
entre mNeonGreen y pVIll. En donde las mutaciones se localizan en la regién de pVIIl, en algunas realizaciones las
mutaciones se localizan en la mitad N-terminal de pVIll, por ejemplo dentro de los primeros 90 nucledtidos (o los
primeros 30, p. €]., los primeros 25 a 28 0 25 a 30 aminoécidos de pVIlI).
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Tal como se ha indicado anteriormente, en realizaciones preferentes de la invencién, la secuencia de aminoacidos
codificada para la parte mNeonGreen del vector se proporciona mediante la SEC ID n.° 4 (y se proporciona una
secuencia de nucledtidos de ejemplo mediante la SEC ID n.° 3). De esta manera, en realizaciones en las que por lo
menos algunos de los residuos mutados que resultan en la fluorescencia conservada o mejorada de las particulas
fagicas se localizan en la parte mNeonGreen del vector, dichos componentes mNeonGreen variantes pueden
comprender SEC ID n.° 3 0 SEC ID n.° 4, o una secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a las
mismas al nivel de nucleétidos o de aminoacidos (p. €j., una identidad de por lo menos 75 %, 80 %, 85 %, 87 %, 88
%, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %). En otras palabras, dichos componentes
variantes pueden comprender un nivel de mutacién de hasta 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 13 %, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7
%, 6 %, 5 %, 4 %, 3%, 2% 01 %enlaSEC ID n.°3 o0 SEC ID n.° 4 al nivel de nucleétidos o de aminoacidos,
respectivamente, preferentemente al nivel de aminoécidos. Los componentes mNeonGreen variantes preferentes
pueden comprender un nivel de mutacién de hasta 15 %, preferentemente de hasta 13 % o 10 %, mas preferentemente
de hasta 5 % 04 %.

Otros ejemplos preferentes de secuencias de mNeonGreen mutadas son secuencias que contienen hasta 30, p. e].
hasta 25, 20, 15, 12 0 10, p. €}, 1, o hasta 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoécidos alterados en la secuencia de
mNeonGreen, p. ej., SEC ID n.° 4.

Tal como se ha indicado anteriormente, en realizaciones preferentes de la invencién, la secuencia de aminoacidos
codificada para la parte pVIII del vector se proporciona en SEC ID n.° 8 (y se proporciona una secuencia de nucleétidos
de ejemplo en SEC ID n.° 7). De esta manera, en realizaciones en las que por lo menos algunos de los residuos
mutados que resultan en la fluorescencia conservada o mejorada de las particulas fagicas se localizan en la parte
pVIll del vector, dichos componentes de pVIll variantes pueden comprender la SEC ID n.° 7 ola SEC ID n.° 8, o una
secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a ellas al nivel de nucleétidos o de aminoacidos (p. €j,,
una identidad de por lo menos 75 %, 80 %, 85 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97
%, 98 % 0 99 %). En otras palabras, dichos componentes variantes pueden comprender un nivel de mutacién de hasta
30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 13 %, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5%, 4%, 3 %,2% 01%enlaSECIDn°70enla
SEC ID n.° 8 al nivel de nucledtidos o de aminoé&cidos, respectivamente, preferentemente al nivel de aminoécidos. Los
componentes de pVIIl variantes preferentes pueden comprender un nivel de mutacién de hasta 15 %, preferentemente
de hasta 13 % o 10 %, mas preferentemente de hasta 5 % 0 4 %.

Otros ejemplos preferentes de secuencias de pVIll mutadas son secuencias que contienen hasta 10, p. ej., hasta 9,
8,7,6,5, 4, 3,201 aminoacido alterado en la secuencia de pVIll, p. ej., la SEC ID n.° 8.

Tal como se describe en otros sitios en la presente memoria, aunque pueden estar presentes otros residuos mutados,
las secuencias de vector mutadas preferentes contienen una sustitucién de valina a isoleucina en el residuo (o
posicidén) 33 de la SEC ID n.° 8, o un residuo correspondiente del mismo (es decir, presenta un residuo de isoleucina
en, o que corresponde a, la posicién 3 de la SEC ID n.© 8). Mas preferentemente, el codén codificante de la isoleucina
es ATA. Por ejemplo, un coddn de valina GTC puede sustituirse por el codén de isoleucina ATA. De esta manera, en
las realizaciones discutidas anteriormente en las que vectores variantes pueden comprender la SEC ID n.° 8 o una
secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a la SEC ID n.® 8, o un nivel de mutacién de hasta 15 %,
o un determinado numero, p. ej., hasta 35, de aminoacidos alterados en la SEC ID n.° 8, en realizaciones preferentes
esta presente este residuo o codén de isoleucina.

Tal como también se ha descrito anteriormente, en algunas realizaciones de la invencién los residuos mutados estén
presentes en la mitad N-terminal de la proteina pVIIl., por ejemplo en la secuencia de aminoacidos codificada para la
parte pVIll del vector segln se proporciona en la SEC ID n.° J 0 25 que contiene los primeros 30 aminoacidos de pVIlI
(con una secuencia de nucleétidos de ejemplo segln se proporciona en la SEC ID n.° | o 24, los primeros 90
nucleétidos de pVIlIl). De esta manera, en realizaciones en las que por lo menos algunos de los residuos mutados que
resultan en la fluorescencia conservada o mejorada de las particulas fagicas estén localizados en la parte pVIil del
vector, dichos componentes de pVIIl variantes pueden comprenderla SEC IDn.°8024,0la SECIDn.°J o025, ouna
secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a las mismas a nivel de nucleétidos o de aminoacidos (p.
ej., una identidad de por lo menos 75 %, 80 %, 85 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 % o0 99 %). En otras palabras, dichos componentes variantes pueden comprender un nivel de mutacién de
hasta 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 13 %, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %,3 %, 2% 01 % enla SECIDn.° 8
024, 0enlaSEC ID n.°J 025 al nivel de nucledtidos o de aminoécidos, respectivamente, preferentemente al nivel de
aminodacidos. Los componentes de pVIIl variantes preferentes pueden comprender un nivel de mutacién de hasta 15
%, preferentemente de hasta 13 % o 10 %, mas preferentemente de hasta 5 % 0 4 %.

Otros ejemplos preferentes de secuencias de pVIll mutadas son secuencias que contienen hasta 5, p. ej.,, hasta 4, 3,
2 0 1 aminoacido alterado en la secuencia de pVlll, p. ej., la SEC ID n.° 7 0 25.

Tal como se ha descrito anteriormente, en realizaciones preferentes de la invencién, la secuencia de aminoacidos
codificada para la parte de conector del vector (en la presente memoria se hace referencia al conector entre los
componentes fluoréforo y pVlIll) se proporciona mediante la SEC ID n.° 6 (y se proporciona una secuencia de
nucleétidos de ejemplo en la SEC ID n.° 5). De esta manera, en realizaciones en las que por lo menos algunos de los
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residuos mutados que resultan en una fluorescencia conservada o mejorada de las particulas fagicas estan localizados
en dicha parte de conector del vector, dichos componentes de conector variantes pueden comprender la SEC ID n.°5
o la SEC ID n.° 6, o una secuencia con una identidad de porlo menos 70 % respecto a ellas al nivel de nucleétidos o
de aminoacidos (p. €j., una identidad de porlo menos 75 %, 80 %, 85 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %). En otras palabras, dichos componentes variantes pueden comprender un nivel
de mutacién de hasta 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 13 %, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3%, 2% 0 1 % en
la SEC ID n.°5 o la SEC ID n.° 6 al nivel de nucleétidos o de aminoacidos, respectivamente, preferentemente al nivel
de aminoacidos. Los componentes del conector variantes preferentes pueden comprender un nivel de mutacién de
hasta 15 %, preferentemente de hasta 13 % o 10 %, mas preferentemente de hasta 5 % 0 4 %.

Otros ejemplos preferentes de secuencias de conector mutadas son secuencias que contienen 1, 2 o 3 aminoacidos
alterados en la secuencia del conector, p. €], la SEC ID n.° 6. En otras realizaciones, no hay mutaciones presentes
en la secuencia del conector, p. ¢j., la SEC ID n.° 6.

Tal como se ha descrito anteriormente, en algunas realizaciones de la invencién la secuencia de aminoacidos
codificada para la parte TorAB7 del vector se proporciona en la SEC ID n.° 2 (y se proporciona una secuencia de
nucleétidos de ejemplo en la SEC ID n.° 1). De esta manera, en realizaciones en las que por lo menos algunos de los
residuos mutados que resultan en la fluorescencia conservada o mejorada de las particulas fagicas estén localizadas
en la parte TorAB7 del vector, dichos componentes de TorAB7 variantes pueden comprender la SEC IDn.°2 o la SEC
ID n.° 1, o una secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a ellas (p. €j., por lo menos 75 %, 80 %,
85 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %). En otras palabras, dichos
componentes variantes pueden comprender un nivel de mutacién de hasta 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 13 %, 12 %, 10
%, 9%, 8%, 7 %,6%,5%,4%, 3% 2%01%enlaSECIDn°1o0laSECIDn.°2alnivel de nucleétidos o de
aminodacidos, respectivamente, preferentemente al nivel de aminoéacidos. Los componentes de TorAB7 variantes
preferentes pueden comprender un nivel de mutacién de hasta 15 %, preferentemente de hasta 13 % o 10 %, més
preferentemente de hasta 5 % 0 4 %.

Otros ejemplos preferentes de secuencias de TorAB7 mutadas son secuencias que contienen hasta 6, p. ej., hasta 5,
4, 3,2 o 1 aminoécido alterado en la secuencia de Tor AB7, p. ej., la SEC ID n.° 2.

En otras realizaciones preferentes de la invencién, pueden encontrarse mutaciones en uno 0 mas (o la totalidad) de
mNeonGreen, el conector entre mNeonGreen y pVIll, y la regién codificante de pVIIl. En algunas realizaciones
preferentes, las mutaciones pueden encontrarse en la regién codificante de pVIIl. En donde las mutaciones se localizan
en la regidn de pVIll, en algunas realizaciones las mutaciones se localizan en la mitad N-terminal de pVIIl, por ejemplo
en los primeros 90 nucleétidos (o los primeros 30, p. ej., los primeros 25 a 28 o 25 a 30 aminoéacidos de pVIIl). De esta
manera, en realizaciones en las que por lo menos algunos de los residuos mutados que resultan en la fluorescencia
conservada o mejorada de las particulas fagicas se localizan en dichas regiones del vector, dichos vectores variantes
pueden comprender la SEC ID n.° Ao 16, o la SEC ID n.° C 0 18, o0 una secuencia con una identidad de por lo menos
70 % respecto ala SECIDn.° A 016, 0 C o 18 (p. ¢j., una identidad de por lo menos 75 %, 80 %, 85 %, 87 %, 88 %,
89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %). En otras palabras, dichos componentes
variantes pueden comprender un nivel de mutacién de hasta 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 13 %, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7
%, 6 %, 5%, 4%,3%,2%01%enlaSECIDn.°AoC. Los componentes variantes preferentes pueden comprender
un nivel de mutacién de hasta 15 %, preferentemente de 13 % o 10 %, més preferentemente de hasta 5 % 0 4 %.

Otros ejemplos preferentes de secuencias de vector mutadas son secuencias que contienen hasta 30, p. ej., hasta 25,
20,15,12010,p.ej., 1, 0hasta 2, 3,4, 5,6, 7, 8 9 0 10 aminoacidos alterados en la SECIDn.° A0 16, 0C o0 18.

Tal como se describe en otros sitios en la presente memoria, aunque pueden estar presentes otros residuos mutados,
las secuencias de vector mutado preferentes contienen una sustitucién de valina por isoleucina en el residuo 276 de
la SEC ID n.° C 0 18, o un residuo correspondiente a la misma (es decir, presentan un residuo de isoleucina en, o
correspondiente a, la posicién 276 de la SEC ID n.° C o0 18). Més preferentemente, el codén codificante de la isoleucina
es ATA. Por ejemplo, puede sustituirse un codén de valina GTC por el codén de isoleucina ATA. De esta manera, en
las realizaciones anteriormente discutidas en las que los vectores variantes pueden comprender la SEC IDn.° C 0 18,
0 una secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a la SEC ID n.° C 0 18, o un nivel de mutacion de
hasta 15 %, o un determinado numero, p. ej., hasta 35, de aminoacidos alterados en la SEC ID n.°® C 0 18, en
realizaciones preferentes esté presente dicho residuo o coddn de isoleucina.

En otras realizaciones preferentes de la invencién, pueden encontrarse las mutaciones en uno o mas (o la totalidad)
de mNeonGreen, el conector entre mNeonGreen y pVIlI, la regién codificante de pVIll, y el péptido de sefial TorAB7.
En algunas realizaciones preferentes, las mutaciones pueden encontrarse en la regioén codificante de pVIIl.

En donde las mutaciones se localizan en la regidn pVIll, en algunas realizaciones las mutaciones estéan localizadas en
la mitad N-terminal de pVIIl, por ejemplo dentro de los primeros 90 nucleétidos (o los primeros 30, p. €j., los primeros
25 a 28, o los 25 a 30 aminoécidos de pVIll). De esta manera, en realizaciones en las que por lo menos algunos de
os residuos mutados que resultan en la fluorescencia conservada o mejorada de las particulas fagicas se localizan en
dichas regiones del vector, dichos vectores variantes pueden comprender SEC IDn.°E 020, 0 SEC IDn.°Ko 26, o
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una secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a SEC ID n.° E 020, 0 SEC ID n.° K 0 26 al nivel de
aminodacidos (p. €j., una identidad de por lo menos 75 %, 80 %, 85 %, 87 %, 88 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %). En otras palabras, dichos componentes variantes pueden comprender un nivel de
mutacién de hasta 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 13 %, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5%, 4 %, 3 %, 2% 01 % en la
SECIDn.°E 020,0enla SECID n.°Ko26. Los componentes variantes preferentes pueden comprender un nivel de
mutacion de hasta 15 %, preferentemente de 13 % o 10 %, mas preferentemente de hasta 5 % 0 4 %.

Otros ejemplos preferentes de secuencias de vector mutadas son secuencias que contienen hasta 35, p. ej., hasta 30,
25,20,17,15, 12010, p. €j., 1,0 hasta 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoécidos alterados enla SEC IDn.° E 0 20,, 0 K
0 26.

Tal como se describe en otros sitios en la presente memoria, aunque pueden estar presentes otros residuos mutados,
las secuencias de vector mutado preferentes contienen una sustitucién de valina por isoleucina en el residuo 317 de
la SEC ID n.° E 0 20, o un residuo correspondiente a la misma (es decir, presentan un residuo de isoleucina en, o
correspondiente a, la posicién 317 de la SEC ID n.° E 0 20). Mas preferentemente, el codén codificante de la isoleucina
es ATA. Por ejemplo, puede sustituirse un codén de valina GTC por el codén de isoleucina ATA. De esta manera, en
las realizaciones anteriormente discutidas en las que los vectores variantes pueden comprender la SEC ID n.° E o 20,
0 una secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a la SEC ID n.° E 0 20, o un nivel de mutacién de
hasta 15 %, o un determinado numero, p. €., hasta 35, de aminoéacidos alterados en la SEC ID n.° E 0 20, en
realizaciones preferentes esté presente dicho residuo o coddn de isoleucina.

En otras realizaciones preferentes de la invencién, pueden encontrarse mutaciones en uno 0 mas (o la totalidad) de
mNeonGreen, el conector entre mNeonGreen y pVIll, la regién codificante de pVlll, el péptido de sefial TorAB7 y la
secuencia FLAG.

En donde las mutaciones se localizan en la regidn pVIll, en algunas realizaciones las mutaciones estéan localizadas en
la mitad N-terminal de pVIIl, por ejemplo dentro de los primeros 90 nucleétidos (o los primeros 30, p. €j., los primeros
25 a 28, o los 25 a 30 aminoécidos de pVIll). De esta manera, en realizaciones en las que por lo menos algunos de
os residuos mutados que resultan en la fluorescencia conservada o mejorada de las particulas fagicas se localizan en
dichas regiones del vector, dichos vectores variantes pueden comprender SEC IDn° G022, 0 SECIDn°Mo 28, 0
una secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto aSEC IDn.°G o022, 0o SECID n.° Mo 28 (p. €j., una
identidad de por lo menos 75 %, 80 %, 85 %, 87 %, 88 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 %). En otras palabras, dichos componentes variantes pueden comprender un nivel de mutacién de hasta 30 %, 25
%, 20 %, 15 %, 13 %, 12 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %,2% 01 %enlaSECIDn°Go022,0enla
SEC ID n.° M o 28. Los componentes variantes preferentes pueden comprender un nivel de mutacién de hasta 15 %,
preferentemente de 13 % o 10 %, mas preferentemente de hasta 5 % 0 4 %.

Otros ejemplos preferentes de secuencias de vector mutadas son secuencias que contienen hasta 35, p. ej., hasta 30,
25,20,17,15, 12010, p. €j.,, 1,0 hasta 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoacidos alterados enla SECIDn.°Go 22, 0 M
0 28.

Tal como se describe en otros sitios en la presente memoria, aunque pueden estar presentes otros residuos mutados,
las secuencias de vector mutado preferentes contienen una sustitucién de valina por isoleucina en el residuo 325 de
la SEC ID n.° G 0 22, o un residuo correspondiente a la misma (es decir, presentan un residuo de isoleucina en, o
correspondiente a, la posicion 325 de la SEC ID n.° G 0 22). Mas preferentemente, el coddn codificante de la isoleucina
es ATA. Por ejemplo, puede sustituirse un codén de valina GTC por el codén de isoleucina ATA. De esta manera, en
las realizaciones anteriormente discutidas en las que los vectores variantes pueden comprender la SEC ID n.° G o 22,
0 una secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a la SEC ID n.° G 0 22, 0 un nivel de mutacién de
hasta 15 %, o un determinado numero, p. €j., hasta 35, de aminoé&cidos alterados en la SEC ID n.°® G 0 22, en
realizaciones preferentes esté presente dicho residuo o coddn de isoleucina.

En dichas realizaciones en las que los vectores contienen una etiqueta FLAG, resulta preferente que la etiqueta FLAG
se mantenga sin modificar o no mutada, p. ej., que conserve la secuencia de SEC ID n.° 10 (DYKDDDDK).

En realizaciones particularmente preferentes, los vectores de la invencién contienen mutaciones tales que las
secuencias mutadas o variantes muestran una eficiencia o velocidad de traduccién reducida o significativamente
reducida, o mas débil o disminuida. De esta manera, los constructos de vector en los que la eficiencia de traduccién
de la proteina de fusién de fluordforo-pVIll es baja, débil, reducida, disminuida o no éptima resultan generalmente
preferentes. Las modificaciones/moléculas variantes preferentes son aquellas en las que la eficiencia de traduccién,
por ejemplo y en particular de la proteina de fusion de fluordforo-pVlll, es reducida o significativamente reducida (o
disminuida), por ejemplo en comparacién con la secuencia parental original (ho mutada o no modificada), los ejemplos
especificos de la cual se describen en otros sitios en la presente memoria. A titulo de ejemplo, lo anterior puede
conseguirse disponiendo de un componente pVIll mutado, de manera que la eficiencia de traduccion de la proteina
pVIIl (y, por lo tanto, todo el ORF que contiene la proteina de fusién de fluoréforo-pVlll) esté reducida o
significativamente reducida. Sin embargo, igualmente se contempla que mutaciones en otras partes de la proteina de
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fusidn de fluoréforo-pVIll, p. ej., en el fluoréforo (p. €j., el fluoré6foro mNeonGreen) o en la secuencia de conector, 0 en
el péptido de sefial, puedan resultar en una eficiencia de traduccién reducida.

Las variantes con una eficiencia de traduccion reducida pudieron cribarse o someterse a ensayo mediante métodos
apropiados concebidos o conocidos por el experto en la materia. Por ejemplo, podria llevarse a cabo un ensayo de
seguimiento del curso temporal del nimero normalizado de células huésped y de la produccién de proteinas
cuantificada por un medio independiente de la funcionalidad de la proteina, p. €j., mediante un ensayo de transferencia
western, con el fin de evaluar si la cantidad absoluta de proteinas es inferior en el sistema a ensayo para una eficiencia
de traducciéon reducida en comparacién con un control relevante (p. ej., una proteina de fusién no variante o de tipo
salvaje).

Preferentemente, dichas reducciones (y, en efecto, otras disminuciones, reducciones o efectos negativos
mencionados en otros sitios de la presente memoria) son reducciones medibles, etc. (segln el caso), mas
preferentemente son reducciones significativas, preferentemente reducciones estadisticamente significativas, por
ejemplo con un valor de probabilidad <0,05, en comparacién con un nivel o valor de control apropiado (p. ej., en
comparacién con el nivel de traduccién, p. €j., la eficiencia o velocidad de traduccién, obtenido con un vector no
mutado, parental o de tipo salvaje, u otro control relevante).

Sin respaldo teérico, se cree que dicha eficiencia o velocidad de traduccién reducida, y por ejemplo, la acumulacién
mas gradual o més lenta de proteina de fusidén en la célula huésped, eventualmente resulta en la incorporacion de
mas copias de la proteina de fusién de fluordforo-pVIll en la cubierta del fago en comparacién con un constructo de
vector (p. €j., un constructo parental, ejemplos especificos del cual se describen en otros sitios de la presente memoria)
en el que se observa una eficiencia de traducciéon normal o elevada. alternativamente, el nimero de fusiones de
fluoréforo funcional en la cubierta del fago se incrementa sin modificar necesariamente el nimero absoluto de unidades
incorporadas. Debido a que uno de os objetivos de la invencién es incrementar la fluorescencia de la particula fagica
mediante el incremento del nimero de proteinas de fusién de fluoréforo-PVIII incorporadas en la cubierta (sobre la
superficie) del fago o mediante el incremento del nimero de proteinas de fusién funcionales sobre la superficie del
fago, es algo inesperado que en algunas realizaciones una eficiencia de traduccién reducida, en particular de la
proteina de fusién de fluoréforo-pVIll, produzca mejores resultados, p. €j., en términos de mejor exposicién funcional
de la proteina de fusién de fluoréforo-pVllll, y/o de exposiciéon incrementada (p. ej., mas copias por particula) de la
proteina de fusion de fluoréforo-pVlIll, que en este caso puede resultar en una fluorescencia incrementada de las
particulas fagicas.

Un ejemplo de una mutacién que resulta en una fluorescencia mejorada de las particulas fagicas es la modificacién
de una V a una | en el residuo 33 de la proteina pVIIl mostrada en la SEC ID n.° 8. Esta mutacién se encuentra en el
clon FO3 tal como se describe en los Ejemplos, que se muestra que presenta una fluorescencia mejorada en
comparacién con la secuencia parental, 0 en otras palabras, en comparacién con una secuencia que no presenta la
mutacién V a | en dicha posicién. Curiosamente, al examinar la secuencia de acidos nucleicos, el codén codificante
de la valina en la posicién 33, GTC, en la pVIII parental/de tipo salvaje/no modificada, se ha modificado al codén
codificante de isoleucina, ATA. Este es un codén extremadamente raro en E. coli y, de esta manera, se cree que
contribuye a la eficiencia de traduccién significativamente reducida de la proteina de fusidén de fluoréforo-pVIll en el
clon FO3. De esta manera, otras mutaciones adecuadas serian aquellas que resultan en la incorporacién de codones
raros (codones que son raros en E. coli), tales como ATA, en la secuencia de acidos nucleicos (T evidentemente seria
U en una secuencia de ARN correspondiente). Los codones raros apropiados serian bien conocidos por el experto en
la materia; sin embargo, algunos ejemplos podrian ser codones de Arg raros, tales como AGG, CGA, AGA 0 CGG, o
CTA (Leu), CCC (Pro) o TCG (Ser). Otro ejemplo podria ser intercambiar el codén de partida/inicio ATG normal por
un codén mas raro, p. €j., el codén mas raro GTG.

Tal como puede observarse a partir de los Ejemplos experimentales, la presencia de la mutaciéon V a | en esta posicién,
por ejemplo mediante la presencia del cambio del codén de valina GTC por el coddn de isoleucina ATA, resulta en
una fluorescencia significativamente mejorada, por ejemplo del orden de 2 veces mas alta (o 100 % mas alta) que la
fluorescencia observada con la secuencia de pVIIl de tipo salvaje/parental/no modificada. La fluorescencia observada
ya era brillante. En efecto, se cree que la fluorescencia conferida por la expresién del vector parental mostrd la
fluorescencia mas brillante para una particula fagica conocida de la técnica. De esta manera, duplicar dicha
fluorescencia es una mejora significativamente ventajosa.

De esta manera, tal como se describe en otros sitios en la presente memoria, aunque pueden estar presentes otros
residuos mutados, las secuencias de vector mutado preferentes presentan una secuencia de pVIll que contiene una
sustitucion de valina por isoleucina en el residuo 33 de la SEC ID n.° 8 o un residuo correspondiente al mismo (es
decir, presenta un residuo isoleucina en, o correspondiente a, la posicién 33 de la SEC ID n.° 8). Méas preferentemente,
el codén codificante de la isoleucina es ATA. Por ejemplo, un coddn de valina GTC puede sustituirse por el coddn de
isoleucina ATA. De esta manera, en las realizaciones descritas en otros sitios en la presente memoria en las que los
vectores variantes pueden comprender la SEC ID n.° 8 o una variante de la misma, por ejemplo una secuencia con
una identidad de por lo menos 70 % respecto a la SEC ID n.° 8 o un nivel de mutacién de hasta 15 %, o un nimero
determinado, p. ej., de hasta 35 aminoécidos alterados en la SEC ID n.° 8, en realizaciones preferentes dicho residuo
o codédn de isoleucina esta presente. De esta manera, en constructos de vector preferentes, la proteina de cubierta

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 984 906 T3

fagica pVIll o secuencia variante contenida (o codificada) en los vectores presenta una mutacién de valina a isoleucina
(un residuo isoleucina) en la posicién 33 de la SEC ID n.° 8 o0 en una posicién correspondiente. Preferentemente, la
secuencia de acidos nucleicos codificante de dicho residuo de isoleucina comprende el codén ATA.

Igualmente, aunque pueden estar presentes otros residuos mutados, al nivel de nucleétidos las secuencias de vector
mutadas preferentes codificantes de la proteina pVIII contienen una sustitucién de GTC por ATA en los residuos 97 a
99 de la SEC ID n.° 7, o residuos correspondientes a la misma. De esta manera, en las realizaciones descritas en
otros sitios en la presente memoria en las que vectores variantes pueden comprender la SEC ID n.° 7, o una variante
de la misma, por ejemplo una secuencia con una identidad de porlo menos 70 % respecto ala SEC ID n.° 7, entonces,
en realizaciones preferentes, esté presente dicho codén ATA codificante de isoleucina.

De esta manera, los constructos de vector preferentes comprenden una proteina de cubierta fagica pVIll que
comprende la SEC ID n.° 61, o una secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a la SEC ID n.° 61.
Alternativamente, la proteina de cubierta fagica pVIIl esta codificada por una secuencia que comprende la SEC ID n.®
60, o una secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a la SEC ID n.° 60.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, la proteina pVIll codificada comprende o consiste en una secuencia de
aminodacidos con una identidad de secuencia de por lo menos 70 %, 75 % u 80 % respecto a la SEC ID n.° 61, tal
como una identidad de por lo menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %. Tal como se ha indicado anteriormente, dichas secuencias de pVlIl variantes
deben conservar o presentar la capacidad funcional de exponer un fluoréforo en forma de una proteina de fusién de
pVIIl. También podrian utilizarse truncados o fragmentos funcionales de la SEC ID n.° 61 (o dichas secuencias
homélogas) u otras secuencias de pVIll, siempre que se conserve la capacidad de exponer un fluoréforo en forma de
una proteina de fusién de pVIIl.

Igualmente, la molécula de 4cidos nucleicos codificante de la proteina pVIIl comprende o consiste en una secuencia
de nucleétidos con una identidad de secuenciad e por lo menos 70 %, 75 % u 80 % respecto a la SEC ID n.° 60, tal
como una identidad de por lo menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %. Estas secuencias de nucleétidos de pVIll variantes deben conservar o
presentar la capacidad funcional de codificar un fluor6foro en forma de una proteina de fusién de pVIIl que pueda
exponerse sobre una particula fagica. También podrian utilizarse truncados o fragmentos funcionales de la SEC ID n.°
60 (o dichas secuencias homoélogas) u otras secuencias de pVIll, siempre que se conserve la capacidad de codificar
un fluoréforo en forma de una proteina de fusion de pVIll que pueda exponerse sobre una particula fagica.

El clon FO3 tal como se muestra en los Ejemplos comprende una secuencia TorAB7 de SEC ID n.® 2, una etiqueta
FLAG de SEC ID n.° 10, un fluoréforo mNeonGreen de SEC ID n.° 4, una secuencia de conector de SEC IDn.°6y
una proteina de cubierta fagica pVIll de SEC ID n.° 61 (codificada por la SEC ID n.° 60). De esta manera, los vectores
que comprendan o codifiquen una o mas, o la totalidad, de las secuencias resultan preferentes, aunque la etiqueta
FLAG es opcional. Los vectores que comprendan secuencias codificantes de un fluoré6foro mNeonGreen de SEC ID
n.° 4, una secuencia de conector de SEC ID n.° 6 y una proteina de cubierta fagica pVIll de SEC ID n.° 61 (codificada
por la SEC ID n.° 60) resultan preferentes, al igual que los vectores que comprenden las secuencias mostradas en la
figura 9, pero en las que la proteina de cubierta fagica pVIIl presenta o comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID n.° 61 (codificada por la SEC ID n.° 60). Las variantes con una identidad de por lo menos 70
% respecto a una o mas, o la totalidad, de dichas secuencias también se encuentran contempladas, tal como se
describe en otros sitios en la presente memoria. Sin embargo, en dichas secuencias variantes, resulta preferente que
esté presente un residuo de isoleucina en el residuo 33 (o residuos correspondientes) de SEC ID n.°61, o su secuencia
variante. También resulta preferente que dicho residuo de isoleucina esté codificado por el coddén ATA (tal como se
encuentra en la SEC ID n.° 60).

En algunas otras realizaciones, la utilizaciéon de una variante que muestre una eficiencia de traduccién reducida de la
proteina de fusién de fluoréforo-pVIll por las mutaciones en los componentes de pVIII (u otros) de la proteina de fusién
de fluoréforo-pVIIl (o acido nucleico codificante) tal como se ha discutido anteriormente, en particular las
variantes/mutantes de V a |, puede combinarse con otras caracteristicas que resulten en una eficiencia de traduccién
reducida de la proteina de fusion de fluoréforo-pVIll, tal como la utilizacién de una secuencia SD débil (0 una secuencia
RBS débil) en el constructo de vector cadena arriba de la secuencia codificante de ORF que comprende el péptido de
sefial Taty la proteina de fusién de fluoréforo-pVIll tal como se describe en otros sitios en la presente memoria.

Los vectores preferentes de la invencién pueden codificar una fusiéon de una segunda proteina de cubierta fagica que
comprende una proteina de interés (PDI) o unidad de direccionamiento fusionada con una proteina de cubierta fagica
diferente de pVIIl. Dichas segundas fusiones de proteina e cubierta fagica preferentemente se proporcionan en el
mismo vector que la proteina de fusién de fluoréforo-pVIll. Sin embargo, la fusién de la segunda proteina de cubierta
puede proporcionarse en un vector separado. Las proteinas de cubierta fagica no pVIll de ejemplo seran bien
conocidas por el experto en la materia, por ejemplo puede utilizarse una fusién a plll, pVI, pVIl o plX. Dichas
realizaciones permiten la exposicién de una PDI, p. ej., una proteina de direccionamiento, y un fluordéforo en dos
proteinas de cubierta diferentes de una particula fagica simultdneamente. Las segundas fusiones preferentes serian
de una proteina de interés (PDI) o unidad de direccionamiento a pIX.
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Los vectores de la invencién pueden comprender adicionalmente, de esta manera, una secuencia (Una secuencia de
acidos nucleicos) codificante de una PDI fusionada (fusionada genéticamente) a una secuencia codificante de una
proteina de cubierta fagica no pVIll. La PDI y la proteina de cubierta fagica no pVIIlI puede encontrarse en cualquier
orden o espaciado en el vector, siempre que, una vez expresada y empaquetada en particulas fagicas, se forme una
proteina de fusién funcional entre la PDI y la proteina de cubierta no pVIIl, en donde el componente de proteina de
cubierta no pVIll de la proteina de fusién forme parte de la cubierta fagica y la PDI se exprese funcionalmente o se
exponga sobre la superficie de la particula fagica. La parte PDI de la proteina de fusién de esta manera esta
posicionada en el mismo marco de la parte proteina de cubierta no pVIll de la proteina de fusién. En los vectores de
la invencién, el componente PDI de la segunda proteina de fusién puede posicionarse N-terminalmente (0 en o en
proximidad al extremo N-terminal) o C-terminalmente (o en o en proximidad al extremo C-terminal) al componente
proteina de cubierta fagica no pVIIl de la segunda proteina de fusién. Lo anterior generalmente se determinara
basandose en el tipo de proteina de cubierta fagica no pVIIl utilizada y resultara facilmente evidente para el experto
en la materia.

En realizaciones en las que se utilice la fusién de una PDI a una segunda proteina de cubierta fagica, resulta preferente
que cada una de las fusiones de proteina de cubierta (es decir, la fusién de pVIll y de proteina no pVlll) se exprese
como un marco de lectura abierta separado. De esta manera, en dichas realizaciones, los vectores pueden contener
dos sitios de unién ribosémica (RBS) o regiones SD o TIR separados: uno que dirija la traduccién de la proteina de
fusidn de fluoréforo-pVIll y el otro que dirija la traduccién de la proteina de fusién de PDI-segunda proteina de cubierta.
Puede utilizarse cualquier RBS, etc. apropiado para dirigir la traduccidén de la proteina de fusion de PDI-segunda
proteina de cubierta (p. €j., secuencias fuertes, débiles o0 de consenso tal como se describen en otros sitios en la
presente memoria). Las secuencias RBS para las dos fusiones de proteina de cubierta, de esta manera, pueden ser
iguales o diferentes y se describen ejemplos en otros sitios de la presente memoria.

En la figura 2 se muestra una estructura de ejemplo de dicho constructo con dos proteinas de fusion.

En dichos vectores las secuencias codificantes de las dos proteinas de fusién pueden encontrarse en cualquier orden,
aunque en algunas realizaciones la proteina de fusién de PDI se posiciona N-terminalmente respecto a la proteina de
fusién de fluoréforo-pVIIl.

Tal como se describe en otros sitios en la presente memoria, puede incluirse una secuencia de sefial o un péptido de
sefial en el ORF para la proteina de fusiéon no pVIIl. Ello dependera en gran medida del tipo de proteina de fusién no
pVIll que se esté utilizando. Una proteina de fusion plll generalmente requerira un péptido de sefial, mientras que un
péptido de sefial es opcional para las proteinas de fusién pVIl y pIX (es decir, puede estar presente o estar ausente),
mientras que generalmente no se utilizaran secuencias de sefial para pVI. Por ejemplo, pVI se utiliza generalmente
en forma de una fusiéon C-terminal. En algunas realizaciones de la invencién en las que se utiliza un segundo péptido
de sefial, se utilizara un péptido de sefial diferente de Tat.

En dichas realizaciones también resulta preferente que ambas fusiones de proteina de cubierta se expresen bajo el
control de la misma secuencia de promotor, aunque en otras realizaciones podrian utilizarse secuencias de promotor
separadas o diferentes (p. €j., 2). Las secuencias de promotor de ejemplo serén bien conocidas por el experto en la
materia y podria utilizarse cualquiera de ellas. Una secuenciad e promotor de ejemplo podria ser un promotor lac que
puede inducirse, por ejemplo, con IPTG. Entre otros promotores puede incluirse tac, arabB o psp.

Resulta importante que los resultados mostrados en la presente memoria demuestran que la expresién de la proteina
de fusién de pVlll-fluordéforo sobre la superficie fagica no interfieran con la capacidad de unién de una PDI, y en
particular una proteina de direccionamiento (p. ej., la capacidad de unidén a antigeno del anticuerpo), expuesto sobre
una proteina de cubierta diferente en la misma particula fagica, p. ej., pIX. De esta manera, puede utilizarse la proteina
de fusién de pVlll-fluoréforo junto con la expresién de una proteina de interés en cualquier otra proteina de cubierta
fagica.

Puede codificarse cualquier proteina de interés (PDI) en los vectores de la invencién siempre que resulte adecuada
para la exposicion sobre el fago. Son ejemplos preferentes, las moléculas de direccionamiento/unidades de
direccionamiento o parejas de unién que puedan unirse para (direccionarse a) otras entidades. Algunos ejemplos
preferentes de PDI serian anticuerpos o fragmentos de los mismos (p. €j., Fab, scFv o nanocuerpos), moléculas de
CMH (de clase | o Il), receptores de células T o proteinas de unién no derivadas de Ig, tales como DARpins, la familia
de la anquirina, la familia de la fibronectina, las knotinas, las anticalinas, etc. (Hosse et al., 2006, Protein Sci. 15:14-
27) y péptidos.

Los vectores de la presente invencidén pueden utilizarse para la exposicion fagica clasica con el fin de seleccionar las
parejas de unién (p. ej., anticuerpos) para una entidad diana particular, p. ej., una proteina diana. En dichas
aplicaciones, puede expresarse una biblioteca de PDI sobre las particulas fagicas como parte de la proteina de fusién
de no pVIll (la fusién de una segunda proteina de cubierta) y seleccionarse para la unién a una entidad diana mediante
técnicas estdndares y bien conocidas. La fluorescencia detectable de la superficie fagica proporcionada por la proteina
de fusion de fluoréforo-pVIil puede utilizarse para el cribado y la deteccion.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 984 906 T3

De esta manera, la PDI normalmente es exégena o heteréloga, como efectivamente el fluoréforo. Al hacer referencia
a una proteina exégena o heteréloga, se pretende aludir a una proteina o péptido que no es originalmente parte de la
proteina de cubierta fagica relevante, p. ej., la proteina plll, pVI, pVII, pIX o pVIlI, etc., que esta fusionada (con o sin
ningln aminoé&cido conector) a una proteina de cubierta fagica (o fragmento de la misma), p. ej., fusionado al extremo
N-terminal de la proteina de cubierta fagica.

Otras caracteristicas opcionales que pueden estar presentes en los vectores (o0 moléculas de &cidos nucleicos) dela
invencién serian bien conocidas por el experto en la materia. Por ejemplo, los vectores, p. ej., los vectores fagicos o
los vectores fagémidos (que pueden denominarse colectivamente, vectores o constructos de exposicién fagica)
opcionalmente pueden contener adicionalmente otros componentes apropiados, por ejemplo origenes de replicacién,
promotores/operadores inducibles o no inducibles para iniciar la transcripcidn, intensificadores, secuencias de
terminacién, genes de resistencia a antibiéticos y marcadores, secuencias codificantes de proteinas chaperonas (p.
ej., proteinas chaperonas periplasmicas, tales como FkpA), secuencias de sefial, conectores, sitios de proteasa,
etiquetas generales o moléculas informadoras, sitios de restriccién para permitir la clonacién y otras manipulaciones,
sitios de unién de cebador para permitir la amplificaciéon de los constructos mediante, p. ej., PCR, u otros elementos
de secuencia deseables, por ejemplo, secuencias e ADN para permitir la discriminacién entre diferentes bibliotecas
mediante, p. ej.,, PCR. Las fuentes y posicionamiento apropiados de dichos componentes adicionales dentro de los
constructos de exposicién fagica para que lleven a cabo su funcién deseada se encontrarian perfectamente
comprendidas dentro de la practica normal del experto en la materia.

Los huéspedes bacterianos apropiados para la exposicion fagica que pueden utilizarse para expresar los vectores y
secuencias de acidos nucleicos de la invencién y para empaquetar y producir particulas fagicas fluorescentes son bien
conocidos por el experto en la materia y podrian seleccionarse correspondientemente, Las células huésped
bacterianas preferentes son bacterias gram-negativas tales como cepas de E. coli. Entre las cepas de E. coli de
ejemplo se incluirian XL-1 blue, TG1, ER2738, AVB100FmkII’, MC1061, SS320 y TOP10F’. En algunas realizaciones
resultan preferentes las cepas de XL-1 blue.

Los huéspedes bacterianos preferentes, p. ej., los huéspedes E. coli, para la utilizacién en la presente invencién son
huéspedes que han sido manipulados para sobreexpresar la proteina transportadora Tat, o componentes de la
proteina transportadora Tat, por ejemplo la sobreexpresién de las proteinas Tat A, Tat By Tat C. Los métodos para
dicha sobreexpresién son bien conocidos por el experto en la materia, por ejemplo mediante la expresién de
componentes de la proteina transportadora Tat, p. €j., por lo menos las proteinas Tat A, Tat B y Tat C en vectores de
expresion. Las secuencias y fuentes de dichos componentes, p. ej., las proteinas Tat A, Tat By Tab C, se encuentran
facilmente disponibles en la técnica, p. ej., a partir de bases de datos estdndares. Se muestra un método de ejemplo
en los Ejemplos adjuntos. Estas células huésped pueden entonces transfectarse o alternativamente proporcionarse
con los vectores de la invencion, y utilizarse para producir particulas fagicas fluorescentes.

Tal como se muestra en los Ejemplos experimentales, la utilizaciéon de dichos huésped puede permitir la produccidn
de una fluorescencia mejorada (una intensidad de fluorescencia incrementada) de las células bacterianas que
expresan las particulas fagicas, ademas de una fluorescencia mejorada (una intensidad de fluorescencia
incrementada) de las particulas fagicas producidas y secretadas por las células huésped, p. €., en comparacién con
la fluorescencia observada al utilizar una célula huésped bacteriana sobreexpresante de un transportador no Tat. Esta
fluorescencia mejorada puede ser significativa, por ejemplo los incrementos observados y preferentes de intensidad
de fluorescencia pueden ser incrementos superiores o de por lo menos dos veces o tres veces, p. €j., de hasta 5
veces, 10 veces, 20 veces o 30 veces la fluorescencia observada al utilizar una célula huésped sobreexpresante de
transportador no Tat.

Dichas células huésped bacterianas, p. ej.,, E. coli, p. ej., XL-1 blue u otras indicadas en la presente memoria,
manipuladas para expresar o sobreexpresar heterélogamente la proteina transportadora Tat, p. ej., para expresar o
sobreexpresar heterélogamente por lo menos las proteinas Tat A, Tat B y Tat C, forma un aspecto todavia adicional
de la invencion.

Tal como se describe en otros sitios de la presente memoria, los vectores de la invencidn se utilizan para la exposicidn
fagica y, por lo tanto, pueden ser vectores fagémidos o vectores fagicos.

La exposicién fagica es una técnica que es bien conocida y descrita en la técnica. A este respecto, en 1985, G.P.
Smith establecié un método para exponer polipéptidos sobre la superficie de un fago filamentoso, un virus que infecta
las células de E. coli (Smith, G.P., 1985, Science 228, 1315-1317). Desde entonces la denominada exposicién fagica
ha evolucionado para convertirse en una tecnologia potente para la ingenieria de proteinas y la seleccién de péptidos
y proteinas de unién a una diana especifica (Laset y Sandlie, 2012, Methods 58, 40-46). El fago filamentoso M13 esta
constituido de cinco proteinas estructurales diferentes. La proteina VIl (pVIlIl) es la proteina de cubierta principal y la
particula presenta una caperuza en un extremo de 3 a 5 copias de plll y pVI, y en el otro extremo, de 3 a 5 copias de
pVIl y pIX. La particula infecta las células de E. coli que presentan fimbrias F, mediante plll, e inyecta su ADN de
cadena sencilla (ADNcs) en la célula bacteriana. En ella, se replica y transcribe el ADN fagico, y se ensamblan nuevas
particulas fagicas antes de la secrecién no litica al medio de cultivo.
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En la exposicién fagica, normalmente se introduce un gen codificante de una proteina de interés (PDI) entre un gen
codificante de una proteina de cubierta (con frecuencia plll) y su secuencia de sefial N-terminal, para producir una
fusién de PDI-proteina de cubierta, aunque en algunas realizaciones de la presente invencién no siempre hay
presentes secuencias de sefial. La expresién “biblioteca fagica” se refiere a una coleccién de fagos Unicos que difiere
en su secuencia de aminoéacidos respecto a la PDI, y se prepara mediante técnicas de clonacién molecular estandares.
Una biblioteca puede contener normalmente >10'° miembros y puede utilizarse para la seleccién de ligantes
especificos.

Otro aspecto de la presente invencidn proporciona, de esta manera, una biblioteca de fagos fluorescentes, p. ej., fagos
filamentosos fluorescentes, producidos y, por lo tanto, que comprenden los vectores (o0 moléculas e acidos nucleicos)
de la invencién tal como se describe en la presente memoria. Dichos fagos fluorescentes comprenden proteinas de
fusidn de fluoréforo-pVIil. Opcionalmente dichos fagos filamentosos también exponen una PDI o una biblioteca de PDI
en forma de fusiones a plll, pVI, pVIl o pIX. Al igual que con otras bibliotecas de exposicién fagica, cada particula
fagica individual expresa/expone la misma PDI, aunque la presencia de multiples particulas permite la exposicion de
multiples (o una biblioteca o una pluralidad) de diferentes PDI.

Para aspectos de la invencién que implican la exposicidn fagica, puede hacerse referencia a un libro de texto sobre
exposicion fagica de uso general, tal como “Phage Display in Biotechnology and Drug Discovery”, de Sachdev S.
Sidhu, 1995, o “Phage Display: A Laboratory Manual’, de Barbas et al., 1994, para obtener técnicas y definiciones
relevantes.

Las fusiones de fluoréforo y PDI-proteina de cubierta puede estar codificadas en un genoma fagico completo mediante
insercién de las secuencias codificantes del fluoréforo o la PDI en las secuencias codificantes de la proteina de cubierta
relevante en el genoma fagico (exposicién del vector fagico) o sobre un fagémico (exposicién en fagémido). Un
fagémido es un plasmido de alto niumero de copia que puede codificar la fusién fluoréforo-pVlll y opcionalmente la
proteina de fusién de PDI-proteina de cubierta no pVIIl, y se requiere la superinfeccién con un fago ayudante que
proporcione el material genético requerido para la produccion fagica. De esta manera, en la exposicién en fagémido,
existen generalmente dos fuentes de la proteina de cubierta que se utilizan para la exposiciéon del fluoréforo y
opcionalmente, la PDI; la proteina de tipo salvaje codificada en el fago ayudante y la fusiéon fluoréforo-pVlll, y
opcionalmente la fusién de PDI-proteina de cubierta, codificada en el fagémido. Los nuevos viriones en este caso
presentan una mezcla de fusiones de fluoréforo-pVIII/PDI-proteina de cubierta no pVIll y proteinas de cubierta de tipo
salvaje. De manera similar, en el caso de que se utilice un sistema gendmico de fago, generalmente también necesitan
estar presentes las proteinas fagicas de tipo salvaje, aunque en algunas realizaciones de la presente invencién no
esta presente el tipo salvaje de la PDI-proteina de cubierta no pVIII.

Sin embargo, en la presente invencién, resulta posible manipular las particulas fagicas para que presenten una o
multiples copias de la PDI expuestas sobre la proteina de cubierta no pVIIl. Ello puede controlarse con el fago ayudante
que se utilice, y en realizaciones preferentes de la invencion se utilizan particulas fagicas con mdlltiples copias de la
PDI expuesta sobre la proteina de cubierta no pVIll. Lo anterior puede conseguirse de cualquier manera apropiada.
Sin embargo, en particular, para incrementar el nivel de exposicién y obtener como resultado multiples copias de la
PDI sobre la superficie del fago (lo que también puede incrementar la avidez de la unién), resulta posible utilizar un
tipo modificado de fago ayudante denominado DeltaPhage que permite una exposiciéon de alta valencia sobre plX.
Dichos fagos ayudantes modificados contrastan en su uso con los fagos ayudantes normales, tales como M13K07,
VSCSM13, R408 o similares, que solo permite exposiciones de baja valencia.

El fago ayudante denominado DeltaPhage fue desarrollado por Nicolay Rustad Nilssen (Nilseen et al., 2012, Nucleic
Acids Research, 40, €120, documento n.® WO 2011/036555). En este fago ayudante, por lo menos una (p. ej., dos)
mutaciones amber han sido insertadas en proximidad al codén de inicio de plX, inactivando condicionalmente de esta
manera la proteina pIX codificada por el fago ayudante. Si este fago ayudante seguidamente se sobreinfecta en una
célula huésped (p. €j., E. coli) transformada con un fagémido codificante de una fusiéon PDI-plX, entonces en la célula
huésped que suprime la mutacion amber (p. €j., una cepa supE+), se observa una exposicién de valencia intermedia
de PDI-plX, mientras que en una célula huésped que no suprima la mutacién amber (p. ej., una cepa supE’), se observa
una exposicién de alta valencia de PDI-plX. Lo anterior se debe a que, en las cepas de célula huésped supE™* (p. €j.,
E. coli supE™), se traduce la proteina pXI de tipo salvaje del fago ayudante, proporcionando una exposicién de valencia
intermedia ya que la proteina plX de tipo salvaje compite con PDI-plX para la exposicién y se expone una mezcla de
ambas. Sin embargo, la produccién de plX de tipo salvaje sobre el fago ayudante resulta bloqueada en las cepas supE
, ¥ solo estaré presente PDI-pIX codificado por el fagémido, dando como resultado una exposicidén de alta valencia.

De esta manera, en realizaciones preferentes de la invencién, el constructo de vector es un vector fagémido que
comprende una proteina de fusién de PDI-pIX ademéas de la proteina de fusién de fluoréforo-pVllil, y dicho constructo
de vector se utiliza en combinacién con un fago ayudante que presenta una mutacién condicional, de manera que
puede controlarse la expresién de la proteina fagica plX de tipo salvaje, lo que a su vez puede permitir el control del
nimero de proteinas de fusién de PDI-plX sobre la superficie del fago. En realizaciones en las que la mutacién
condicional no se ha suprimido, la proteina pIX de tipo salvaje no se expresara y solo se expresara la fusiéon PDI-plX,
resultando en Unicamente proteinas de fusién PDI-plX sobre la superficie y una exposicién de alta valencia. En
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realizaciones en las que se suprima la mutacidén condicional, se expresara la proteina pIX de tipo salvaje, resultando
en una mezcla de plX de tipo salvaje y proteinas de fusién de PDI-pIX sobre la superficie.

Las mutaciones condicionales adecuadas son bien conocidas por el experto en la materia y podran disefiarse
facilmente vectores de fago ayudante de manera que la proteina plX esté bajo el control de la mutacién condicional.
Por ejemplo, en el fago ayudante denominado DeltaPhage, tal como se ha descrito anteriormente, se utilizan
mutaciones condicionales en la forma de uno 0 més codones de para suprimibles (p. ej., mutaciones amber) junto con
células huésped apropiadas para suprimir 0 no suprimir la mutacién condicional.

El término “fagémido” es un término de la técnica y se refiere a un tipo de vector de clonacidén desarrollado como un
hibrido entre el fago filamentoso Ffy plasmidos para producir un vector que pueda propagarse en forma de plasmido
y también empaquetarse en forma de ADN de cadena sencilla en particulas viricas. De manera similar a un plasmido,
puede utilizarse un fagémido para clonar fragmentos de ADN e introducirse en un huésped bacteriano mediante un
abanico de técnicas (transformacion, electroporacién). Sin embargo, la infeccién de un huésped bacteriano que
contiene un fagémido con un fago “ayudante”, por ejemplo, VCSM13 o M13K07, proporciona los componentes viricos
necesarios para permitir la replicacién del ADN de cadena sencilla y el empaquetamiento del ADN de fagémido en
particulas fagicas.

Tal como se describe en otros sitios de la presente memoria, otro aspecto de la presente invencién proporciona
particulas fagicas que comprenden el vector ((0 moléculas de acidos nucleicos) de la invencién y que expresan
proteinas de fusiéon de fluoréforo-pVIll funcionales sobre la superficie y que opcionalmente también expresan una
segunda proteina de fusién de cubierta que comprende una PDI. Las particulas fagicas pueden comprender, de esta
manera, un genoma fagico o un fagémido.

El fago, con frecuencia denominado bacteriéfago, se utiliza en la presente memoria en su forma reconocida en la
técnica de virus que infecta bacterias, se replica y es secretado por las mismas. Un bacteriéfago filamentoso, o fago
filamentoso, es un fago con un genoma de ADN de cadena sencilla (genoma de ADNcs) que estd empaquetado con
proteinas de cubierta fagica. La particula de fago filamentoso secretada presenta fenotipicamente una estructura
filamentosa.

El término “fago”, o “fago filamentoso”, tal como se utiliza en la presente memoria tanto viriones derivados del genoma
fagico como viriones derivados de fagémido.

La expresion “fago ayudante” es una expresién de la técnica y se refiere a un virus que ayuda a un virus independiente
y no relacionado que es defectuoso, p. ej., un fagémido, que por si mismo no constituye un genoma fagico ni un virus
funcional, sino meramente un plasmido que contiene uno o varios elementos derivados de un genoma fagico, para
reproducir mediante infeccidn la misma célula huésped que ya esta ocupada por el virus defectuoso (p. ej., un
fagémido) y proporciona las proteinas que el virus defectuoso (p. ej., el fagémido) no tiene y que necesita para
completar su ciclo vital y formar viriones, p. ej., que contienen el fagémido.

Los fagos ayudantes preferentes para la utilizacién en la presente invencién se describen en otros sitios en la presente
memoria y entre ellos se incluyen M13K07 (Stratagene), Hyperphage (Progen Biotechnik GmbH), R408 (Agilent
Technologies) y VCSM13 (Stratagene). En realizaciones preferentes, el fago ayudante puede ser un fago ayudante
con una mutacién condicional (o suprimible) tal como se ha descrito, p. €j., los constructos DeltaPhage tal como se
describen en la presente memoria, o Phaberge, Exphage, VCSM13d3 o R408d3.

Otro aspecto proporcionado por la presente invencién es un sistema de exposicidn fagica que comprende un vector
(o molécula de 4cidos nucleicos) dela invencién. Los sistemas de exposicion fagica preferentes comprenden un vector
(o molécula de 4cidos nucleicos) de la invencién, p. ej., un vector fagémido e la invencién y un fago ayudante, p. €j,,
tal como se define en la presente memoria. Otros sistemas de exposicién fagica preferentes de la invencién
comprenden un vector de la invencién, p. ej., un vector fagémido de la invencién y una célula huésped bacteriana, p.
ej., una célula huésped E. coli, que sobreexpresa la proteina transportadora Tat, p. €j., que sobreexpresa por lo menos
las proteinas Tat A, Tat By Tat C. Dichas células huésped también se describen en otros sitios en la presente memoria
y pueden incluirse como un componente en todos los sistemas de exposicién fagica, kits, métodos y usos descritos
en la presente memoria.

Otro aspecto descrito en la presente memoria para la utilizacién en los métodos de la presente invencién es un kit que
comprende un vector (0 molécula de &cidos nucleicos) de la invencién o un kit que comprende un sistema de
exposicion fagica tal como se ha descrito anteriormente, por ejemplo compuesto de un fagémido de la invencién y un
fago ayudante, preferentemente un fago ayudante tal como se describer en la presente memoria, p. €j., un fago
ayudante con una mutacién condicional (o suprimible) tal como se describe en la presente memoria, o un kit que
comprende un vector de la invencién, p. ej., un vector fagémido del a invencidn, y una célula huésped bacteriana, p.
ej., una célula huésped de E. coli, que sobreexpresa la proteina transportadora Tat, p. ej., que sobreexpresa por lo
menos las proteinas Tat A, Tat By Tat C. El kit también podria incluir las instrucciones de uso necesarias.
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Los vectores (0 moléculas de &cidos nucleicos) preferentes de la invencidn para la inclusién en dichos kits podrian
comprender el vector de fluoréforo-pVIll tal como se describe en la presente memoria que comprende una secuencia
codificante de un péptido de sefial Tat y una secuencia codificante de una proteina de fusiéon de fluoréforo-pViIll.
Opcionalmente, los vectores (0 moléculas de acidos nucleicos) también podrian comprender una secuencia codificante
de una segunda proteina de cubierta fagica (una proteina fagica no VII), p. ej., tal como se describe en la presente
memoria, ¥ uno 0 mas sitios de clonacién (p. ej., un sitio de clonacién multiple) adecuados para la clonacién de una
PDI que entonces se fusionaria con la segunda proteina fagica.

De esta manera, un kit preferente puede comprender o consistir en una coleccién de reactivos para generar particulas
fagicas fluorescentes que comprenden una proteina de fusién de fluoréforo-PVIII, opcionalmente con una segunda
proteina de fusién de una PDI con una proteina de cubierta no PVIIl. Ademés del vector de la invencién, el kit podria
incluir uno o mas componentes seleccionados de: otros fagémidos, fagos ayudantes, cepas bacterianas e
instrucciones. Las opciones preferentes para dichos componentes adicionales son las descritas en otros sitios de la
presente memoria.

Un aspecto todavia adicional de la invencién proporciona la utilizacion de un constructo de vector, una molécula de
acidos nucleicos, un sistema de exposicién fagica o un kit de la invencién para producir particulas fagicas fluorescentes
o para la utilizacién en la exposicidn fagica. En otras palabras, la presente invencién proporciona un método para
producir particulas fagicas fluorescentes (o un método de exposicion fagica), en donde dicho método comprende la
utilizacién de un constructo de vector, una molécula de 4cidos nucleicos, un sistema de exposicion fagica o un kit de
la invencién.

Las particulas fagicas fluorescentes de la invencion tal como se definen en la presente memoria también pueden
utilizarse como herramientas moleculares para aplicaciones y ensayos /in vitro. Las particulas pueden utilizarse en
cualquier ensayo en que se desee un reactivo fluorescente detectable.

Debido a que las particulas fagicas preferentes de la invencién también exponen una PDI que puede ser una pareja
de unidn especifica o unidad de direccionamiento, p. ej., un anticuerpo, etc., tal como se describe en otros sitios en la
presente memoria, estas pueden funcionar como miembros de parejas de unién especifica o reactivos de
direccionamiento, y dichas particulas fagicas fluorescentes pueden utilizarse en cualquier ensayo en que se requiera
el miembro de pareja de unién o unidad de direccionamiento particular. Entonces puede utilizarse facilmente el
fluoréforo para detectar las particulas y, por lo tanto, para detectar la unién de la PDI a su diana. Cabe destacar que
para dichos usos se ha mostrado en la presente memoria que la exposicién de la fusién fluoréforo-pVIll sobre la
superficie de las particulas fagicas no interfiere con el médulo de direccionamiento expuesto sobre otra proteina de
cubierta fagica.

Las particulas fagicas fluorescentes de la invencién también pueden utilizarse para cualquier ensayo que implique la
deteccién de fluorescencia, en particular la tincién de fluorescencia (p. ej., en solucién o sobre células). De esta
manera, los ensayos preferentes para la utilizacion de las particulas son el andlisis de FACS o la inmunofluorescencia
o los ensayos FLISA (que presentan un sistema de deteccidbn comparable al analisis de FACS). La capacidad de
utilizar las particulas en ensayos de inmunofluorescencia o FLISA evita la necesidad de anticuerpos de tincidén (o
deteccién), y solo se basa en la fluorescencia inherente de la fusiéon de fluoréforo-pVIll para la deteccién. La capacidad
de utilizar las particulas en el analisis de FACS proporcionaria la ventaja significativa de poder llevar a cabo una
seleccién en tiempo real (p. ej., una exposicién fagica en tiempo real) para evitar la necesidad de anticuerpos de tincién
(o de deteccion), y solo basarse en la fluorescencia inherente de la fusién de fluoréforo-pVIll para la deteccién. La
utilizacién para el diagnéstico in vitro también se encuentra contemplada.

De esta manera, aspectos todavia adicionales de la invencién proporcionan un reactivo que comprende particulas
fagicas fluorescentes de la invencién tal como se definen en la presente memoria y la utilizacién de dichas particulas
fagicas fluorescentes como herramientas moleculares, por ejemplo en ensayos in vitro.

Algunas de las secuencias a las que se hace referencia en la presente memoria se resumen en las tablas, a
continuacién, junto con los identificadores pertinentes.
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. °

1
{parte 1
de

veohor)

Tor AB7
{114

residuos)

nt

ATGAACAATANCGATCT CTTTCAGACAT CACGTCAGCGETTTTTTGGCAC
ARCTCGGCEGCTTAACCETCGCCGGCAT GCTGEEECCET CATTGTTARC
GCOGCGACGTGCGACT

2 aa MNNNDLEFQTSRORFLAQLGGLTVAGMLGESLLTPRRAT
{38
residucs)

3 GTTTCTARAGGTARAGAAGACARCATAECT TCTCTGCCGECTACCCACE

mNG nt

AACTGCACATCTTCGETTCTATCARCGETETTGACTTCGACATS
GITTGGTCAGGGTACCGETARCCCCGAACCGACGGTTACGAAGAATTGARIZC
TCAAATCTACCAANGGTGACCTGCAGTTUTCTCCGTGEATCTTAGTTCC
GCACATCGGETTACGETTTCCAL
CAGTACCTGCUGTACCCGEACGETATGTCTCCETTCCAGGUTGLTATGE
TTGACGETTCT
GETTACCAGGTTCACCETACCATGLAGTTCGARGACGETGCTTCTCT R
CCETTAACTAC

CETTACACCTACGARGGTTCTCACAT CARAGETGAAGCT CAGETTRARAG
GTACCGEETTTC
CCGECTGACGETCCGETTATHGACCARCT CT CTGACCGCTGCTGACTEET
GCCETTCTAAA
ARRACCTACCCGARCGACARAACCATCATCTCTACCTTCARATGGTCTT
ACACCACCGET
ARCGETAARACGTTACCGTTCTACCGOTCGTACCACCTACACCTTCGOTA
AACCGATGGECT
GCTAACTACCTGAARNACCAGCCGATGTACGTTTTCOGETAAABCCGART
TGAAACACTCT

ARBACCGAACTCARCTTCARAGRAT GECAGAARGCTTTCACCGACGETTA
TGGCTATGCACGAAUTGTACAAN

VSKGEEDNM ASLPATHELH

MVGOGTGNE NDGYEELNLE
WILVPHIGYG FHQYLPYPDG
GSGYOVHRTM QFEDGASLTV
IKGEAQVEGT GFPADRGPVMT
SKETYPNDKT TISTFEWIYT
ARTTYTFAKP MAANYLENQP
MYVFRKTELK HSKTELNFKE

IFGSINGVDE
STKGDLQFSP
MSPPOAAMVD
NYRYTYEGSH
NSLTAADWCR
TGNGKRYREST

WORAFTDVMG MDELYK

vaotor)

Conect

o

ik

GECEETGECAGCGEGLGETGGEUAGT

&

o,

GGGEGGGES

{
residuos)
7 pPVITI COTGAGGETEACGATOCCISCARAR
(oarts 4] (M13) nt GCGGCCTTTARCTCCCTGCARGUCTCAGCGAL CGARTATATCGGTTATG

de
veotor)

COTGGGLGATS
GITGTTGTCATTGTCGGUECANCTAT CGETATCAAGCTGTTTAAGAAAT
TCACCTCGAARGCARNGT

AEGDDP AKAAFNSLOASATEYIGYAW AMVVVIVGAT
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{50
residucs)

IGIKLFKKFET

SKAS

FLAG nt

(24

residuos)

GATTACAAGGATGACGATGACAAG

aa

(o8]

{
residucs)

DYEDDDDK

-
2

73
jad)
i

jas
=
oo
[
2,
i

bt
[ORS]
o !
i

I's
{as
NG,
pconechor,
200 aa

pVEIIL)

decir,

de

VSKGEEDNM ASLEFATEELH

DMVGQGTGNP

WILVPHIGCYG
GEGYQVHRTM
TRKGEAQVEKGT
SKETYPNDET
ARTTYTEARE
MYVEFRKTELK
MDELYRGGGS
SATEYIGYAW

NDGYEELNLK

FHOYLPYPDG

QFEDCGASLTV

GIPADGEVMT
ITIESTEEWSYT
MAANYTLENQGP
HSKTELNFKE
GGGSARGDDP
AMVY

IFGEINGVDFE

STKGDLOFSPE
MSPFQAAMYD
NYRYTYEGSH
NSLTAADWCE
TGNGKRYRST

WORAFTDVMG
AKAAPNSLOA

3

e

r'\H'\'J

siduos
T

e
= total

secuancia GTTTCTAARGET GAAGARGACAACATGGCTT T CTGCCGGCTACCUATG
nt ARCTGCACATCTTCGETTOTATCARCGGT ST TGACTTCGACATS

ds A GTTEETCRAGGETACCGGTARCCCGARCGACGET TACGARGARCTRARCTC
THARATCTACCARAGGTGACCT GLAGTTCTCTCCETGGAT CTTAGTTCC
GOACATCGETTACGGTTTCOAL
CAGTACCTGCCGTACCCGEACGETATGTCTCISTTE
TOGACGETTCT
GETPACCAGGTTCACCGTACCATGCAGTTCGARGACGETGCTTOT CTGR
CCGTTARCTAC
COTTACACCTACGAAGGT TCT CACATCAARGET GARAGCT CAGGTTAARG
GTACCGETTTC
COGGOTEACGETCCGETTATGACCARCTCTCTSACT
GUOGETTOTARD
ARARCCTACCCGARIGACRR
ACACCACCGET
ARCGETARACGTTRCCGTTCTACCECT UG TACCACCTACRCCTTCECTA
AACCGATGECT
GUTARCTACCTGARRAAACCASCCEATETACGT T TTCCOTAARRCCEARC
TGARRCACTCT
ARAACCERACTGARLTT CARAGRATGECK
TGGETATGGACGABCTGTACARA
GGCGETGECAGCEECEGTEEORGE
GCTG
AGGGTGACGATCCCGCAAMNGCS
GCCTCAGCGALCE
TGTT

CAGGCTGCTATGEG

GCTGCTEACTEET

AAACCATCATCTCTACCTTCARARATGGTCTT

GARAGCTTTCACCGACGTTA

GCCTTTAACTCCCTGCAR
AATATATCGETTATGCGTGGGCGATEGT

L
O

-y
X3

41 VORGEEDNM ASLPATHELH IFGSINGVDE
DMVGOGTGNE NDGYEELNLK STKRGDLOESP

Parte 2,3,
{raNG,
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conector,
pVIIL
complatal

WITVPHIGYG
GSCYOVHRTM
TKGEAQVEGT
SKKTYPNDKT
ARTTYTFAKP
MYVFRKTELK
MDELYKGGGS
SATEYIGYAW

FECYLPYPDG
QEEDGASLTV
GEFPADGEPVMT
IISTFEWSYT
MAANYLKNQP
HEKTELNFKE
GGGSARGDDP
AMVYVIVGAT

MEPFOAAMYVD
NYRYTYEGSH
NELTAADWCR
TGNGKERYRST

WORAFTDVMG
AEARTNSLGA

IGIKLFERFT SKAS

residucs

total

GTTTCTAAAGGTGARGAAGACAACAT GGCTTCTUTGUCGECTACCCACG
ARCTGCACATCTTCGETTCTATCARLGETGTTGRCTTCGACATEG

CGACGGTTACGAAGAACTGAACT
TEAARTCTACCAARGGTGACCTGCAGTTCTCT CCGTGGATCTTAGTTCC

GUIGETCAG:

GTACCGGTAACCUGEARD

GCACATCGGTTACGETTTCCAC

CAGTACCTGUCEPACCCHGACGETAT G ITCCETTCCAGGCTGCTATGE

el
RS

TTCACEE

GETTACCAGGTTCACCCGTACCATGCAGTTCCGAAGACGGTGUTTCTCTGA

COGTTAACTAC
COTTACACCTA
GTRACCGEETTTC

COGEUTGACGGETCCGETTATGACCARCTCTCTGACCGCT GUTGACT!

GCCSTTCTAAA

ARARCCTACCCGAACE

ACACCACCGST
ANCGGTARAC
ARCCGATGGOT

GCTARCTACCTGAAAARCCAGCCGATGTACGTTTTCCGTARAACCGAR

TGARACACTCT
AR/NLLCCGRAT

FTTACCGTTCTA

TGGEETATGGACCAACTGTACAAR
GECGETGGCAGCGELEETEECAGE
GCTGAGGGTGFAUGATCCCGCAARA

GUGGCCTTTRACTCCCTGCAAGCCTCAGLGACCCGAATATATCGGTTATG

CETEGECEATG

GTTETTGTCATTETCGGUGUAACTAT CGGETATCAAGUTGTTTAAGARAT

TCACCTCGARAGUARAGC

ACARRACCATCAT

ACGAAGGTTCTCACATCARAGGTGAAGCTCAG

CCGCTCGTACCACCTACACCTTCGCTA

TGAACTTCAARGART SECAGAAAGCTTTCACCGACGTTA

[z

N

-
4P
~
.

(SIN FLAG)

MNNNDLEFQTS
LLTPREATAA
IFPGSINGVDE
“T'"DLQFQP
MSPEFOAAMVD
F"R{ YEGEH
NSLTAADWCR
TCGNGKRYRET
MYVFRKTELE
MEBLYEKGGGES
SATEY LGYAW

FORFLAQLGG
GVERGEEDNM
MY GOGTGNE
WILVPHIGYG
GEGYOVHRTM
IKGEAQVKGT
SERTYPNDKT
ARTTYTEFAKF
HSETELNFEE
GGGSARGDDE
AMVVVIVGAT

LTVAGMLGES
ASTLPATHELH
NDGYEELNLEK
FHOYLPYPDG
QFEDGASLTV
GFPADGEPVMT
TISTFEWSYT
MAANYLENQE
WORKAFTDVMG
AKAAFNSLOA

IGIELFEREFT SKAS

ATGAAC,

GOCGCERCGTGCGACT

GCGGECGGGEC

GITTTCTAAAGCTGARGAAGACAACATGCCTTCTCTGCC

AATAACGATCTCTTTCAGACATCACGY CAGCETTTTTIGGCALT
ARCTCGGCGECTTAACCETCGCOGEEAT GCTGGEGCCETCATTGTTAAL

30

CTCTACCTTCARMATEETCTT

@]

GGCTACCCAL
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ARCTGCACATCTTCGETTCTATCAACGCTIGTTGACTTCGACATC
GTTEETCAGGETACCGETAACCTUGAALGACGET TAC GRS GHACTGAAUC
CARATCTACCARAGGTGACCTGCAGTTCTCTCCETGGATCTTAGTTC

GCACATCGGTTACGETTTCCAC
CAGTACCTGCOGTACCCGEACGETATGTCTCLGTTCCAGEUTGCTATGG
TTGACGETTCT
GGTTACCAGGTTCACCGTACCATGCAGTTCGAAGACGGTGCTTCTCTGA
CCGETTAACTAC
CEPTACACCTACGAAGGTTCTCACATCARAGGTGRAAGCT CAGETTARRG
GTACCGGETTTC
CCGGCTGACGETCCGETTATGACCAACTITCTGACCGCTCCTGACTGGT
GCCETTCT AR
AAAAC(THFCPGAACGACAAAACCATCATCTCTA
BCACCACCGEET
AACEETAAACGTTACCETTCTACCGCTCETACCAL
ARCCGATGECT
GUTAACTACCTGRARARCCAGUCGAT GTACGTTTTCCGTARAACCGRAT
TEAAACACTCYT
AARACCGAACTGAACTTCARAGAATGGLAGAAAGUTTTCACCGACGTTA
TGEETATGGACGRACTCTACARR

GECEETEECAGCEELGETGGECAGT

GUTEAGGGTGACGATCCCGCAARD
FCGGCCTTTARCTCCCTGCAAGUCTCAGUGACCEARTATAT CGGTTAT G
CETEGGCGATS

GITTGETTGTCATTGTCGGCGCARACTAT CGLTATCAAGCT GTTTAAGARART
[CACCTCGAAAGCARGC

CCTTCAAATGGTCTT

CTRCACCTTCGETA

)
G

[
N
3]

-~
£
3

~
~

b
&
%]

W Q. i
i
g

w3 D

bl
foin
¢
e

S0
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Lo

-
Do

i
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-

conegct
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3
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I
o
o
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e
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S ',
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MNNNDLEFQTS ROQRFLAQLGG LTVAGMLGES
LLTPRRATAA DYKDDDRDRG VSKGEEDNM ASLPATHELH
IFGSINGVIDE DMVGOGTGNE NDGYEELNLEK
STKGDLQFSP WILVPHIGYG FHQYLPYPDRG
MSPFQAAMVED GSGYQVHRTM QFEDGALLTV
NYRYTYEGSH ITKGEAQVRKGT GEPADGPVMT
NSLTAADWCR 3KKTYPNDKT IISTEKWSYT
TCNGERYRST ARTTYTEFAKE MAANYLENQP
MYVFRKTELK HSKTELNEFEE WORAFTDVMG
MDELYRGGGS GGGSAEGDDE ARKAAFNILOA
SATEYIGYAW AMVVVIVGAT I sTRLFKKET SKAS

3!
[#8]

seouendcia

de nt
de G

ACATCACGTCAGCGTTTTTTGGCAT

ATGAACAATAACGATCTCTTTCAG
CCGEGATGCTGEEECCETCATTGTTAAC

AARCTCGGCGEGECTTAACCGETCGE
GCCGCGACGTGCGACT
GCGGECG
GATTACAAGEATGACCGATGACARG GGT
GTTTCTAAAGGTGAAGAAGACAACATGGCTTCTCTGCCEGECTACCCACS
ABCTGCACATCTTCGETTCTAT CAACGETETTGACTTOEACATG
GTTGEGETCAGGETACCECTAACCCGARACGACGGTTACGARGAACTGAACT
TGARATCTACCAAAGGTGACCTGCAGTTCTCTCCGTGGAT CTTAGTTCL
GCACATCGGTTACGGETTTCCAC
CAGTACCTGCCETACCCGEGACGETATGTCTCCETTCCAGECTGCTATGE
TTGACGGTTCT
GGETTACCAGGTTCACCGTACCATGCAGTTCGAAGACGETGCTTCTCTGA
CCGETTAACTAC

CETTACACCTACGAAGETTCTCACAT CARAGHGT GRAGUT CAGGTTARAG
GTACCGGTTTC
CCGGOTGACGETCCGGTTATGACCARLTCTCTGACCGCTGCTGACT GGT
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GUCGETTCTAAR
ARBACCTACCCGARCGACARRALACCATCATCTCTACCTTCARATGGTCTT
ACACCACCGET

ARCGCTAAACGTTACCHETTCTACCGUTCEGTACCACCTACACCTTCGCTA
ARCCGATGGECT
GCTAACTACCTGARARANCCAGCCCATCTACCTTTTCCEGTARAACCGARC
TGAAACACTCT
ABARCCGAACTGAACTTCAARGAATGGCAGARAGCTTTCACCGACGTTA
TGEEETATGGACGARCTGTACARA
GECEGETOEGCAGCEEUGETGECAGC
CCTGAGGETGACGAT CCCCCAARR
GUGGCCTTTAACTCCCTGCARGCCTCA
CETGGGECGATG
CTTETTETCATTETCGGCHECARCTAT COGTAT CAAGC TG T TAAGARAAT
TCACCTCGARAGCARGC

GACCGAATATATCGGTTATG

GCTG

AGGCTGACGATCCCGLAARAGLGGCCTTTAACTCCCTGCRAA
wViil GCCTCAGCGACCGAATATATCGETTATGCGTGGGCGATGET
TGTT
25 as AEGDDE AKAAFNSLQASATEYIGYAW AMVY
TOYTIespon-
dientes a
primaros 90
Nt de
oVII
Partes MNNNDLEFQOTS RORFLAQLGG LTVAGMLGES
1,2,2,4N-%t | LLTPRRATAA GVSKGEEDNM ASLPATHELH
{SIN FLAG) IFGSINGVDY DMVGOGTGENP NDGYEELNLE
STHKGDLQEFSP WILVPHIGYG FHOYLPYPDG
{as decir, |MSPFQAAMVD GEGYQVHRTM QFEDGASLTV
TorARY, NYRYTYEGSH IKGEAQVEKGT GFPADGEVMT
raMis, NESLTAADWCR SKKTYPNDKT TISTHFKWSYT
conaector, TGNGERYRET ARTTYTEFAKEP MAANYLENQP
N~ pVIIT) | MYVERKTELK HSKTELNEFRKE WORAFTDVMG
A4 vesiduos MDELYKGGGES GGGSAEGDDP AKAAFNZLQA
TUUOTTETTTTY | SATEY IGYAWAMYY
27 secuancia ATGRAACAATARCGATCTCTTTCAGACATCACGTCAGCGTTTTITTGGUAC
de at ARCTCGGCEGCTTAACCETCGLLEGEATGCTGEGECCETCATTETTAAC
de ¥ ?CCﬁCQ%??TGCGACT
GCGGRCGGET

GUTTCTARAGGTY GARGAAGACAACATGGELTTCTCTGCCGGCTACCCALG
ARCTGCACATCTTCGETTCTATCAACGGTGTTGACTTCGACATG
GTTGGETCAGGELTACCGHTAACCCGAACGACEEFT TACGAAGAACTGARCC
TGAAATCTACCABAGGETGACCTGCAGTTCTCTCCET GEGATCTTAGTTCC
GUACATCGETTACGETTTCCAC
CAGTACCTGCCETACCCGEACGETATGTCTCCETTCCAGGCTGUTATEE
TTGACGETTCT
GETTACCAGETTCACCGTACCAT
”””TTAAPTAC
GTTACACCTACGRAGGETTCTCACAT CARRGETG
GTACCGGTTTC
CCGGECTGACGETCCGETTATGACCAACTCTCTGACCGE

GCAGTTCGARGACZCETGCTTCTCTEA

f"}

PAGCTCAGETTRARRAG

TGCTGACTGGET
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GCCGTTUTARR

ARARCCTACCCGAACGACARARCCAT CATCTCTACCTTCARAT GGTCTT

ACACCACCSOT

AACGETAAACGTTACCETTCT

ARCCGATGGCT

GCTARCTACCTGRAARARCCRGCCGAT STACGTT TTCCGTARARCCGRAC
TGAAACACTCT

APARCCERACTGAACT TCAARGRATGECAGRARGCTTTCACIGRCGTTA

TEGGTATGGRACGARCTGTACARAR

GGUGETGECAGLEGCGETGGCAGT

GCTG
AGGETGACGATCLCGCAARAGUGGLICTTTARACTCCCTGUAA

GCCTCAGCGACCGAATATATCGGTTATGCGTGGGCGATGET

TGTT

ACCGCTCGTACCACCTACACCTTCGCTA

Do
o8]

322
residuos

MNNNDLEQTS
LLTPRRATAA
IFGSINGVDE
STRGDLQEFSE
MoPFQAAMVE

RO RFLAQLCG LTVAGMLGES

DYKDDDDK GVSKGEEDNM ASLEFATHELH

DMVGOQGTGNE NDGYEEINLK

WILVPHIGYG FHQYLEPYPDG
GSGYQVHRTM QFEDGASLIV

NYRYTYEGSH
NSLTAADWCR
TGNGERYRST
MYVIREKTELK

IKGEAQVEGT
SKKTYPNDET
ARTTYTEFAKP
HOKTELNERE

GEPADGPVMT
TTSTERWSYT
MAANYLENQP
WOKATTDVMG

MDELYEGGGES GGGSAEGDDP ARAATNSLOA
SATEYIGYANAMVY

B2

O

seoueneia
de at

de M

ATGAACAATBRACGATCTCTTTCAGACATCACGTCAGCGTTTTTTGHCAC
ARCTCGGECGECTTAACCGTCGCCGGEATGCTGGEEECGTCATTGTTARC
GCCGCGACGTGCGACT

GCGGLG

GATTACAAGGATGACGATGACAAG GGC
GTTTCTARAGGTGAAGAAGACAACATGGCTTCTCTGCUGEITACCCACG
ARCTGCACATCTTCGETTCTATCARCGETCGTTCGACTTCGACAT G
GTTGGTCAGGETACCGGTAACCCOAACCGACGHET TACGAAGARCTGAALT
TCAAATCTACCRBMAGGTGACCTGCAGTTCTCTCCOTGGATCTTAGTTCC
GCACATCGGETTACGGETTTICAC
CAGTACCTGCCGTACCCEEBACGGTATGTCTCCETTCCAGE
TTGACGGTTCT
GGTTACCAGGTTCACC
CCETTAACTAC
CGTTACACCTACGAAGGTTCTCACATCAR
GTACCGGTTTC
CCGGLTGRLCGETCCGETTATGACCAS
GCCETTCTRARA
ARAACCTACCCGAACGACAARACCATCATCTCTACCTTCAART GGTCTT
ACACCACCGGET
AACGEGTAAACGTTACCGTTCTACCGUTCETACCACCTACACCTTCGECTA
ALACCGEATGEECT
GUTAACTACCTGARARACCAGCCGATETACGTTTTCCGTARARZCGARC
TCAARCACTCT

CTGCTATGG

GTACCATGCAGTTCGARGACGETGCTTCTCTGA

VAGGTGRAGCTCAGGTTARAG

ACTCTCTGACCGCTGCTGACTGET

RAAACCGAACTG““FTTCAAAGAATGGCAGAARGCTTTCACCGACGTTA
leGTAT RCGAACTGTACARR

GGLEETGECAGCGGCEETGHCAGC

GCTE
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AGGETGACGATCCCGCAAARAGCEGCCTTTAACTCCCTGCAA
GCCTCAGCGACCGAATATATCGETTATGCATGGRGECGATGGET
TETT
30 nt 5D dékil! AGGAGA
3% nt SD TTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT
fuerte
nt de
RECUSnCLR
de zedal
Tor A
32 aa de Tor A6 MNNNDLEPQASRERRFLAGLGGELTVAGCGMLGPSLLTPREAT
a0 nt de GCTGAGGETGACGATCLCGCARAR
SYTTT GCBGCCTTTARACTCLCT GCAAGCOTCAGLGACCCAATATATCESTTATS
clon BO3 COTGGGUGATG
o T GTTGTTETCATTATAGGCGCCACTATCGGTATCARGC TS TTTAAGARAT
TCACCT COARAGCARGS
ol aa de ARGDDP AKAAFNSLOASATEYIGYAW AMVVVIIGAT
PVITI IGIKLFKKFT 3KAS
clon FGS3

Todas las secuencias en dicha tabla se enumeran en la presente memoria en direccién 5 a 3', de acuerdo con la
convencién en este campo técnico.

La invencién se describira en mayor detalle en referencia a los Ejemplos no limitativos siguientes haciendo referencia
a los dibujos siguientes, en los que:

La figura 1A muestra una vista general esquematica que ilustra algunos de los componentes de los constructos de
fagémido de fluoréforo-pVIll descritos en la presente memoria. SD=secuencia de Shine-Dalgarno (que puede ser débil
o fuerte); sec. sig=secuencia de sefial (mostrada en la presente memoria como TorAB7, pero que puede ser cualquier
secuencia de seflal que dirija la proteina a la ruta secretoria TAT); FLAG=etiqueta FLAG,; pVIlI=proteina de cubierta
fagica pVIIIl. Las cajas muestran las variantes de los diversos componentes en las partes SD, sec. sig y fluordforo del
vector que se construyeron y se sometieron a ensayo. Todas las variantes eran idénticas en secuencia excepto por
las variaciones indicadas. La figura 1B muestra una representacién de una particula fluorofagico de exposicién de
fluoréforo-pVIll. Las particulas fagicas presentaran multiples copias del fluoréforo distribuidas aleatoriamente a lo largo
de la longitud dela particula fagica.

La figura 2A muestra una vista general esquematica que ilustra algunos de los componentes de un constructo fagémido
de exposicidbn dual descrito en la presente memoria. Lac=promotor lac; SD=secuencia de Shine-Dalgarno;
PDI=proteina de interés; pIX=proteina de cubierta fagica plX; sec. sig.=secuencia de sefial, FLAG=etiqueta FLAG,
pVllI=proteina de cubierta fagica pVIll. Las cajas muestran las variantes de los diversos componentes en las partes
SD, sec. sig. y fluoréforo del vector que se habian construido y sometido a ensayo. Todas las variantes eran idénticas
en secuencia excepto por las variaciones indicadas. La figura 2B muestra una representacién de una particula
fluorofagica de exposicidn dual. Las particulas fagicas presentan una o multiples copias de la PDI expuesta sobre pIX
dependiendo del fago ayudante, y multiples copias del fluoréforo distribuidas aleatoriamente a lo largo dela longitud
de la particula fagica.

La figura 3 muestra la tincién de E. coli con constructos fagémidos que contienen los fluoréforos mNeonGreen,
mCherry m mGFPmut2 fusionados a pVIIl. Las células de E. coli transformadas se cultivaron durante la noche a 30
°C para permitir la expresion del fluoréforo. Se afiadieron los cultivos celulares a portaobjetos de vidrio y se visualizé
la fluorescencia utilizando un microscopio confocal. mNeonGreen y eGFPmut2 mostraban una fluorescencia clara y
brillante en la mayyoria de células. mCherry mostraba una fluorescencia débil pero detectable.
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La figura 4 muestra una evaluacion de fluorofagos en el rescate de fagémidos. A) Se propagaron seis variantes de los
fagémidos fluorofagos que contenian secuencias SD débiles o fuertes, secuencias de sefial Tor AB7 o gp8y fluoréforos
mNeonGreen o mGFPmut2, en cultivos de 100 ml de E. coli TOP10F’ seguido del rescate con los fagos ayudantes
M13K07 o DeltaPhage. Los fagos se concentraron mediante precipitacién con PEG seguido de titulacién infecciosa, y
los resultados se expresan en ufc@™PR/ml. b) Se determinaron las proporciones de fagémido a fago ayudante como
ufcameR/yfckanR C) Se normalizaron las particulas fluorofagicas rescatadas a 1x10'2 ufc@™PR y se sometieron a ensayo
para la fluorescencia en un lector de placas multimarcaje Victor® utilizando un filtro de FITC. La intensidad de la
fluorescencia se expresan en unidades arbitrarias.

La figura 5 muestra una evaluacién del efecto sobre la intensidad de fluorescencia de la utilizacion de diferentes cepas
de E. coli. A) Se transdujeron cuatro cepas de E. coli diferentes con el fluorofago con o sin una etiqueta FLAG y se
cultivaron durante la noche y se normalizaron respecto a DOsoo nm. Se midié la fluorescencia bacteriana con el lector
de placas multimodo Varioskan y se proporciona la intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias. B) Se
analizaron muestras de fluorofagos normalizadas (particulas fluorofagicas) rescatadas utilizando DeltaPhage de cuatro
cepas diferentes, para intensidad de fluorescencia en el lector de placas multimodo Varioskan. La intensidad de
fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias.

La figura 6 muestra la evaluacioén del rendimiento de fluorofagos en ELISA y FLISA. A) Se analizaron muestras de
fagos normalizadas para intensidad de fluorescencia en el lector de placas Victor® y la intensidad se expresa en
unidades arbitrarias. B) Se afiadié una serie de dilucién de muestras de fago normalizadas a los pocillos, ya sea
recubiertos con 1 pg/ml de phOx-BSA o bloqueo con leche. Los fagos capturados se detectaron con mAb anti-M13-
HRP y se revelaron con TMB soluble. C) Se analiz6 la misma serie de dilucién para la sefial fluorescente en el lector
de placas Victor® en paralelo.

La figura 7 muestra la tincién de fluorofagos de células BW TCR 4B2A1 mediante citometria de flujo. Se utilizdé una
entrada normalizada de fagos de 5x10"" ufc/ml en 2x10° células en todos los casos. A) Tincién de células BW 4B2A1
transfectadas. Los fagos unidos se detectaron con IgY anti-FD conjugado con PE. B) Tincién de células BW no
transfectadas. Los fagos unidos se detectaron con IgY anti-FD conjugado con PE. C) Tincidn de células BW 4B2A1.
Los fagos unidos se detectaron mediante fluorescencia intrinseca de los fagos. D) Se analizaron muestras
normalizadas de fagos para intensidad de fluorescencia en el lector de placas Victor® y se proporciona la intensidad
como unidades arbitrarias.

La figura 8 muestra una vista general de la estrategia de clasificacién/separacién utilizada con la biblioteca de
mutantes. La ronda 1 era una combinacién de separacién celular y enriquecimiento basado en fagos de los clones con
un nivel de exposicién elevado. La ronda 2 se centré en los clones con sefial de mNeonGreen y niveles elevados de
FLAG en superficie (células doblemente positivas). Se analizaron clones individuales mediante secuenciacion de
Sanger, citometria de flujo y medicién de la fluorescencia.

La figura 9 muestra la secuencia del vector FLAG_mNG_pVIlI (que es una realizacién preferente de la invencién); la
secuencia de nucleétidos se proporciona como la SEC ID n.° 54 y la secuencia de aminoacidos, como la SEC ID n.°
55. Se muestran los componentes TorAB7, FLAG, mNG (mNeonGreen), conector y pVIll de este vector.

La figura 10 muestra la comparacién del fluorofago original (mNGwt) con el candidato lider del cribado (mMNGFO03). (A)
Se cultivaron células XL1-blue que contenian los diferentes fagémidos durante 16 horas a 37 °C en ausencia de
glucosa para permitir la expresién de la proteina de fusién. Las células se lavaron 3x veces en PBS. Se midi6 la
densidad éptica de las células y todas las muestras se ajustaron basandose en la densidad éptica, a un valor de A600
de 1. Se prepar6 una dilucién en serie en pasos de 1:2. (B) Los fagos se empaquetaron siguiendo el protocolo estdndar
utilizando DeltaPhage. Se determinaron las concentraciones de las muestras mediante titulacién infecciosa y se
normalizaron todas las muestras respecto a 5x10'2 UFCAMP/mI. La medicién de la fluorescencia se llevd a cabo en el
instrumento Varioskan LUX a 488 exc./571 em.

Figura 11: evaluacion del clon pVIII-mNGFO03 en el contexto del sistema de fusién phOx-plX. (A) Se extrajeron células
durante el proceso de empaquetamiento. Se midi6 la fluorescencia de los cultivos iniciales (que contenian glucosa)
para establecer el nivel basal para la medicién de fluorescencia (Glu). Se midié la fluorescencia de las mismas células
después del empaquetamiento durante la noche (ausencia de glucosa). Todas las muestras se normalizaron
basandose en la densidad 6ptica, a un valor de A600 de 1. Se prepar6 una dilucién en serie en pasos de 1:2. (B) Se
determiné la concentracion de fagos basandose en la cantidad de ADN presente en la muestra. Los datos en bruto se
ajustaron al valor mas bajo, 4,18x10"2.

La figura 12 muestra la tincién de fluorofagos de células SKW-3 R12-C9 mediante citometria de flujo. Se utilizé en
todos los casos una entrada normalizada de fagos de 5x10'2 ufc/ml para 5x10* células. A) Tincion de células SKW-3
R12-C9 transfectadas. Los fagos unidos se detectaron con IgY anti-FD conjugado con APC. B) Tincién de células
SKW-3 no transfectadas. Los fagos unidos se detectaron con IgY anti-FD conjugado con APC. C) Tincién de las células
SKW-3 R12-C9. Los fagos unidos se detectaron mediante la fluorescencia intrinseca de los fagos. D) SE analizaron
muestras normalizadas de fagos para intensidad de fluorescencia en el lector de placas Varioskan LUX y la intensidad
se expresa en unidades arbitrarias.
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La figura 13 muestra la evaluacién del rendimiento de fluorofagos en ELISA y FLISA. A,B) Se afiadié una serie de
dilucién de muestras normalizadas de fagos (los diferentes titulos utilizados en pNGFO03, TAT alto se indican en el eje
x) a pocillos recubiertos con 1 pg/ml de phOx-BSA o bloqueo de leche. Los fagos capturados se analizaron para la
sefial fluorescencia en el lector de placas Varioskan LUX. C) Se detectaron las mismas muestras con un mAb anti-
M13 HRP y se revelaron con TMB soluble. D) Se analizaron muestras normalizadas de pagos (5x10'2 UFCAMP/mI)
para la intensidad de fluorescencia en el lector de placas Varioskan LUX y se expresa la intensidad en unidades
arbitrarias.

La figura 14 muestra la comparacién entre los niveles de fluorescencia bacteriana. Se cultivaron células XL1-blue que
contenian vectores de expresion para los genes AC y B de TAT ademas del fagémido mNGFO03, durante 16 horas a
37 °C en ausencia de glucosa para permitir la expresién dela proteina de fusién. Se utilizaron células sin fagémidos
como controles negativos. Las células se lavaron 3x veces en PBS. Se midié la densidad éptica de las células y todas
las muestras se ajustaron baséndose en la densidad éptica a un valor de AB00 de 1. Se preparé una dilucién en serie
en pasos de 1:2. La medicién de la fluorescencia se llev6 a cabo en el Varioskan LUX a 488 exc./517 em.

Ejemplo 1. Exposicién de M13 eficiente de un fluoréforo bioldgico funcional sobre la proteina de capside principal pVIii
mediante la utilizacién de direccionamiento periplasmico.

Materiales y métodos.
Construccién del fagémido de exposicién dual.

Todos los constructos de fluoréforo-pVIll se ensamblaron in silico y se adquirieron de Genscript (China). Los
fragmentos se insertaron en el sitio de clonacién Nhel en el fagémido pGALDOALFN (Laset, G.A. etal.,. 2011, PLoS
ONE, 6, e17433, los detalles del vectortambién se encuentran en Genbank HQ528250) que porta scFv GB113 (Nilssen
et al., 2012, Nucleic Acids Research, 40, e120). Se confirmd el procedimiento de clonacién mediante secuenciacién
(GATC, Alemania).

Se adquirié de Genscript un fragmento génico que contenia la etiqueta FLAG y la parte N-terminal de mNeonGreen y
se insertd en los sitios de restriccién Snabl y Bsgl con el fin de crear FLAG-mNeonGreen. La estructura general de
este fagémido se muestra en el esquema de la figura 2A. Parte de esta secuencia de vector se muestra en la figura 9.
Se prepararon fagémidos que contenian los fluoréforos mCherry y mGFPmut2 de una manera anéaloga.

Produccién de fagos.

Se inocularon cinco ml de medio 2xYT que contenia 100 pg/ml de ampicilina, 20 ug/ml de tetraciclina y 0,1 de glucosa
(YT-TAG) con células de una solucién madre en glicerol de E. coli XL1-Blue que contenia el fagémido respectivo, y se
cultivaron durante la noche a 37 °C en un agitador orbital. Se inocularon 200 ml de YT-TAG con el precultivo a una
DOsoo de 0,025 y se cultivaron a 37 °C bajo agitacién. Los cultivos se infectaron con MOI10 del fago ayudante
DeltaPhage (Nilssen et al., 2012, supra), que es un fago ayudante con una inactivacién condicional de su pIX cognado,
permitiendo la exposicién de alta valencia de pIX-PDI, a una DO600 de 0,3 a 0,4. Tras 60 min de incubacién, los
cultivos se peletizaron y se resuspendieron en 2xYT suplementado con 100 pg/ml de ampicilina y 50 pg/ml de
kanamicina, y se continué la agitacién a 28 °C durante 16 h. Se separaron las células bacterianas mediante
centrifugacién y filtracién a través de filtros de 0,2 um con succién de vacio (Millipore) y se mezclaron 1:5 con solucién
de polietilenglicol (PEG)/NaCl (PEG 8000 al 20 %, NaCl 2,5 M). Tras la incubacién durante la noche sobre hielo, se
centrifugé la muestra (5000xg, 45 min, 4 °C) y los pellets se disolvieron en 25 ml de solucién salina tamponada con
fosfato (PBS, por sus siglas en inglés). Las muestras se mezclaron 1:5 con PEG/NaCl y se incubaron durante 4 h
sobre hielo, seguido de centrifugacion tal como anteriormente, y se resuspendieron los pellets en 1 ml de PBS. Se
evaluaron los titulos de viriones mediante titulacién de puntos infecciosos tal como se describe en Koch J. et al., 2000,
Biotechniques, 29, 1196-1198, 2002.

Mediciones de fluorescencia.

Se determinaron los espectros de excitacién/emisidén utilizando un espectrofluorémetro FP-8500 (Jasco). Para
equilibrar las interferencias con la sensibilidad del instrumento, los presentes inventores fijaron la separacién entre
excitacién y emisiéon en 15 nm, permitiendo que el filtro de emisién aceptase +2,5 nm de variacién. Las mediciones se
realizaron con intervalos de 5 nm tanto para la excitacién como para la emisién.

Medicién de fluorescencia de bacterias.
Se inocularon colonias individuales de E. coli que albergaba fagémidos fluorofago mNeonGreen o fluorofago
mNeonGreen-FLAG en 5 ml de 2xYT suplementado con 100 pg/ml de ampicilina y se incubaron durante la noche a

37 °C. Las células se peletizaron y se resuspendieron en 1xPBS, seguido de la normalizacién respecto a la DO600
nm. Se prepararon las muestras en una serie de dilucién 1:2 y se midié la fluorescencia con el lector de placas
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multimodo Varioskan (Thermo Fischer) con la configuracién de exc./Jem. apropiada para mNeonGreen dentro de las
limitaciones del instrumento (500/525).

Microscopia confocal de bacterias sobre portaobjetos de vidrio.

Se inocularon colonias individuales de E. coli que albergaban las tres variantes de fagémidos fluorofagos:
mNeonGreen, mGFPmut2 y mCherry en 5 ml de 2xYT suplementados con 100 yg/ml de ampicilina y se incubaron
durante la noche a 37 °C. Se pipetearon 3 pl de cultivos bacterianos sobre portaobjetos de vidrio y se aplicaron sobre
los mismos cubreobjetos de vidrio. Las bacterias se visualizaron utilizando un microscopio confocal de escaneo laser
FV1000 (Olympus) con longitudes de onda de laser disponibles apropiadas para cada fluoréforo ((488 nm:
mNeongrenn y mGFPmut2, 543 nm: mCherry).

Medicién de fluorescencia de fagos.

Se llevaron a cabo mediciones de intensidad de fluorescencia de fagos mediante normalizacién de las muestras de
fagos (diluidas en 1xPBS) y medicion de la fluorescencia con lector multimarcajes Victor® (PerkinElmer) con filtro FITC
(488/510) con 1 s de excitacién o con el lector de placas multimodo Varioskan (Thermo Fischer) con la configuracién
de exc./fem. apropiada para mNeonGreen dentro de las limitaciones del instrumento (500/525).

Las placas de microtitulacién se recubrieron con 1 pg/ml de phOx-BSA durante la noche a 4 °C y se bloquearon con
PBS con Tween (X) al 0,1 % y leche desnatada en polvo al 4 % (PBSTM). Se afladieron por triplicado diluciones en
serie 1:4 de muestras de fagos partiendo de 2,5x10'2 ufc/ml diluidos en PBSTM. Los fagos unidos se detectaron con
anti-m13 HRP (Amersham Biosciences) seguido de revelado con solucién de TMB y lectura de la absorbancia a 610
nm, o mediante medicion de la fluorescencia en el lector multimarcaje Victor®.

Citometria de flujo.

Se distribuyeron alicuotas de 2x10° células transfectantes BW 4B2A1 TCR y células BW no transfectantes (control
negativo) en una placa de 96 pocillos en forma de V (NUNC). Se ajustaron los volimenes totales a 250 pl/pocillo con
FVS al 5 % p/V/PBS (pH 7,4). La placa se centrifugd a 300 g/5 min a TA y se descartaron los sobrenadantes. Se
afiadieron alicuotas de 50 pl/pocillo de fagos con titulos normalizados de 5x10'" ufc@™R/ml prebloqueados en FCS al
5 %/PBS (los pocillos de control recibieron FCS al 5 %/PBS Unicamente) y la placa se incubé durante 1 h a 4 °C. Las
células se lavaron mediante la adicién de 200 pl/pocillo con FCS al 5 %/PBS; las células se peletizaron mediante
centrifugacién a 300 g/5 min/TA y se descartaron los sobrenadantes. Se afiadié anti-fd de pollo conjugado con PE
(Norwegian Antibodies) en FCS al 5 %/PBS, seguido de una incubacién de 30 min a 4 °C. Los pocillos se lavaron tal
como anteriormente y se fijaron con 200 pl/pocillo de PFA al 2 % y se mantuvieron en la oscuridad hasta el anélisis en
un FACScalibur (BD Biosciences). El analisis de los datos se llevé a cabo utilizando el software FlowJo (v10.2).

Resultados y discusion.
Construccién.

Se disefiaron varios fagémidos variantes basandose en el vector fagémido pGALD9ALFN (Laset G.A. et al., 2011,
supra) (ver las figuras 1y 2). En el caso de los fagémidos de exposicién dual ilustrados en la figura 2, dichos fagémidos
codifican una proteina de interés (PDI) (en la presente memoria, un fragmento de anticuerpo, scFv, del anticuerpo
GB113) fusionado con plX. Se seleccioné este sistema debido a que se ha encontrado previamente que la exposicién
en pIX funciona muy favorablemente en, p. €j., la seleccién con anticuerpos ((Hoydahl et al., 20186, Scientific Reports,
6, 39066, Loset G.A. et al,, 2011, PLoS One, 6, e14702). El fagémido codifica, ademas, la chaperona periplasmica
FkpA para una eficiencia de plegamiento mejorada (Gunnarsen et al., 2010, BMC Biotechnol., 10, 8). Con el fin de
exponer una proteina de direccionamiento y un fluoréforo en dos proteinas de cubierta diferentes de manera
simultdnea, se insert6 la fusion de pVIII directamente después de la terminacién de pIX en el fagémido. Ello permite
que el nuevo ORF sea regulado por el mismo promotor (lac), permitiendo de esta manera la produccién de particulas
fagicas de exposicidn dual con fusiones con tanto pIX como pVIII (figuras 2A y 2B).

Se incluyeron algunas variaciones en los constructos (tal como se muestra en la figura 2A). Para investigar el efecto
de las variaciones en la intensidad de traduccidn, los presentes inventores incluyeron una SD débil (que comprendia
la secuencia AGGAGA, con la regién cadena arriba del sitio de inicio ATG del péptido de sefial Tat que presenta la
secuencia AAGGAGACAGTCATA) o una SD fuerte (se utilizé la TIR T7910, que también incluye una secuencia
épsilon, TTAACTTTA, con la regién cadena arriba del sitio de inicio ATG del péptido de sefial Tat que presenta la
secuencia TTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT). Una traducciéon mas fuerte podria forzar una mayor cantidad de
fusiones de pVIIl en la particula en crecimiento. Con el fin de investigar la importancia de las rutas de traslocacion, los
presentes inventores introdujeron gp8ss o TorAB7 como péptidos lider de direccionamiento periplasmico. El péptido
lider gp8ss proporciona el direccionamiento de la fusién a la ruta Sec del sistema secretorio, a través del cual la
proteina se trasloca en un estado no plegado y permite que ocurra el plegamiento en el medio oxidante del periplasma
(Manting, E.H. y Driessen, A.J., 2000, Mol. Microbiol., 37, 226-238). El péptido lider TorAB7 ha sido manipulado para
un direccionamiento peripldsmico mejorado de GFP (DeLisa et al., 2002, supra) y presenta como diana la fusién con
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la ruta Twin Arginine Transport (TAT), donde la proteina se pliega bajo las condiciones reductoras del citoplasma
previamente a la traslocacién. La proteina totalmente plegada seguidamente es traslocada al periplasma (Berks, B.C.
et al., 2005, Curr. Opin. Microbiol., 8, 174-181).

Con el fin de investigar cdmo funcionan diversas proteinas fluorescentes como fusiones con pVlll, se evaluaron tres
proteinas fluorescentes diferentes: GFPmut2 (Cormack, B.P. et al., 1996, Gene, 173, 33-38), que es una version
optimizada para FACS de GFP que se seleccion6 por un desplazamiento al rojo para la deteccién 6ptima en la
selecciéon de FACS utilizando un filtro FITC estandar a partir de una biblioteca de E. coli. La GFP mutante también
demostré ser un plegador excelente al expresarse en E. coli Se seleccioné otra proteina fluorescente verde,
mNeonGreen (Shaner, N.C. etal., 2013, Nat. Methods, 10, 407-409). Los presentes inventores seleccionaron, ademas,
mCherry (Shaner, N.C. et al., 2004, Nat. Biotechnol., 22, 1567-1572) basandose en los resultados de un estudio
anterior realizado con la exposicidn de fluoréforos biolégicos (Speck et al., 2011, supra), en donde se mostré que se
exponia funcionalmente independientemente de la ruta de traslocacién. A menos que se especifique lo contrario, la
fusidén de plX era scFv GB113, un fragmento de anticuerpo que reacciona exclusivamente con el receptor de células
T (TCR, por sus siglas en inglés) murino 4B2A1 (Bogen, B. et al., 1990, Eur. J. Immunol., 20, 2359-2362), y se ha
mostrado previamente que funciona bien en la citometria de flujo al exponerlo sobre fagos (Nilssen, N.R. et al., 2012,
Nucleic Acids Research, 40, e120).

Produccién de fagos y validacién.

Con el fin de confirmar que la fusién de pVllI-fluor6foro en efecto producia proteinas fluorescentes, los presentes
inventores inspeccionaron cultivos de células E. coli transformadas utilizando microscopia de fluorescencia. En
preparacién para ello, los presentes inventores encontraron que las bacterias transformadas con un fagémido que
albergaba la combinacién de una SD fuerte y proteina fluorescente con diana en SEC no crecia en cultivo al eliminar
el represor glucosa, y de esta manera, se omitié esta version de fagémido de los experimentos posteriores (datos no
mostrados).

Las variantes de fagémido con los fluoréforos mNeonGreen, mCherry y mGFPmut2 (figura 2A) se transformaron en
E. coli, que seguidamente se cultivaron durante la noche a 30 °C para permitir la expresién de los fluordéforos. Todos
estos fagémidos variantes contenian una secuencia SD débil y una secuencia de sefial TorAB7. Se afiadieron los
cultivos celulares a portaobjetos de vidrio y se visualizé la fluorescencia utilizando un microscopio confocal. Los
resultados se muestran en la figura 3, en la que puede observarse que mNeonGreen y mGFPmut2 muestran una
fluorescencia clara y brillante, y que mCherry muestra una fluorescencia débil. La presencia de niveles detectables de
fluorescencia con la totalidad de los tres fluoréforos demuestra que los fluoréforos se expresan y estan plegados
correctamente. Esta expresidon de fluoréforos se confirmé mediante transferencia western (datos no mostrados). De
esta manera, el sistema de fagémido anteriormente descrito funciona para exponer proteinas de fusién de fluoréforo-
pVIll funcionales.

Debido a que mNeonGreen y mGFPmut2 mostraron una fluorescencia detectable mejor que mCherry, se llevaron a
cabo experimentos adicionales con estos constructos.

Con el fin de evaluar si la adicién de una fusién de una segunda proteina de cubierta al sistema afectaria a la
produccién de fagos y/o al empaquetamiento de fagémidos, los presentes inventores produjeron la totalidad de las
variantes de fluorofago portadores de proteinas fluorescentes verdes (mMGFPmut2 y mNeonGreen) y midieron la
produccién de fagos y el empaquetamiento de fagémidos mediante titulacién infecciosa (figura 4A). Todas las muestras
de fagos alcanzaron titulos finales comparables a los observados previamente en el sistema de plX de los presentes
inventores (Loset et al., 2011, e17433, supra, y Nilssen et al., 2012, supra). Ademés, tal como se ha observado
previamente, el rescate de fagémidos con DeltaPhage, un fago ayudante con una inactivacién condicional de su plIX
cognhado, que permite una exposicidn de alta valencia de pIX-PDI, aparentemente no afect6 a la produccién de fagos
(Nilssen et al., 2012, supra). La combinacién de SD débil y direccionamiento de SEC causé un empaquetamiento
preferente del genoma de fago ayudante para mNeonGreen y se observé el mismo efecto para SD fuerte y
direccionamiento de TAT para mGFPmut2 (figura 4B). Sin embargo, estos resultados muestran que los fagémidos de
exposicion dual que contienen fusiones de dos proteinas de cubierta son empaquetados y permiten la produccién de
fagos a niveles equivalentes a los observados cuando solo esta presente una fusién de pIX.

Con el fin de evaluar los niveles de proteinas fluorescentes funcionales presentadas sobre las particulas de fluorofago,
se analizaron muestras normalizadas de fluorofagos en el lector multimarcaje Victor® utilizando un filtro FITC (488
nm/510 nm) (figura 4C). La combinacién de SD débil y mNeonGreen direccionado a TAT destacé ya que excedia la
fluorescencia de fondo en como minimo tres veces. Sin embargo, el fluorofago con una SD fuerte y direccionamiento
a TAT también mostr6 una intensidad aproximadamente dos veces més alta que la de fondo, mientras que la intensidad
de, por ejemplo, el fluorofago mGFPmut2 con una SD débil y direccionamiento a TAT fue ligeramente superior a la
sefial de fondo. Las variaciones en la valencia de la exposicién de pIX PDI aparentemente no afectaron a los niveles
de exposicién funcional de la proteina fluorescente sobre pVIIIl. El alcanzar titulos finales elevados es muy importante
para aplicaciones posteriores, tales como selecciones en bibliotecas, y los fluorofagos no se produjeron en un niimero
inferior al observado previamente en el sistema pIX. El constructo fluorofago en efecto produjo particulas fagicas
fluorescente, y una de las variaciones, mNeongreen direccionado a TAT con una SD débil alcanz6 una relacién de
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sefial a ruido satisfactoria. Cabe destacar que mNeonGreen posee un pico de excitaciéon estrecho en 506 nm y
analogamente un pico de emisién estrecho en 517 nm que no se corresponde con el filtro de fluoresceina utilizado en
el Victor® (485 nm/535 nm). La intensidad medida utilizando este filtro probablemente ha sido subestimada
considerablemente. No obstante, la combinacién de SD débil y mNeonGreen direccionado a TAT destacd como el
constructo con mejor rendimiento y, de esta manera, fue seleccionado para la caracterizacién posterior.

Con el fin de investigar y verificar los espectros de excitacién y emisién de mNeonGreen al exponerlo sobre pVlil, se
analizaron 2x10" particulas fagicas/ml en un espectrofluorimetro (datos no mostrados). Como control positivo los
presentes inventores incluyeron 2 ug/ml de eGFP soluble, que mostré un pico claro y definido en las longitudes de
onda esperadas (490 nm/510 nm). Como control negativo se analizaron particulas fagicas que exponian scFv GB113
pero no fluoréforo. En este caso se observé un pico estrecho en 440 nm/455 nm. Al analizar las muestras fagicas con
exposicion de mNeonGreen, aparecié el mismo pico estrecho ademas del pico esperado de mNeonGreen
correctamente plegado en (505 nm/520 nm) (Shaner et al., 2013, supra).

Optimizacién de la exposicién funcional.

Los presentes inventores deseaban investigar si existian diferencias de expresién y plegamiento en las cepas de
laboratorio estandares de E. coli y si alguna diferencia se traduciria en niveles de exposicién funcional. Ademas, se
deseaba incluir una etiqueta de deteccién para la expresion de proteinas fluorescentes, y se afiadi6é una etiqueta FLAG
al extremo N-terminal de mNeonGreen. Se transformaron cuatro cepas de E. coli: XL1-Blue, AVB100F’, SS320 y
Top10F’, con el fluorofago + FLAG.

A continuacién, se midié directamente la intensidad de fluorescencia en células E. coli vivas (figura 5A). SE observd
una clara diferencia de fluorescencia entre cepas. Las proteinas expresadas en XL1-blue proporcionaron la intensidad
mas alta, estrechamente seguidas de AVB100F'. Estas dos cepas mostraron una intensidad de fluorescencia
marcadamente mas alta que SS320 y TOP10F’, aunque la expresién funcional y plegamiento todavia se observaba
claramente en estas cepas. Inesperadamente, los presentes inventores observaron que la adicion de FLAG
aparentemente se traducia en intensidades de fluorescencia global mas altas. Estos constructos que contenian FLAG
seguidamente se utilizaron para medir la intensidad de fluorescencia de muestras de fagos producidas en las cuatro
cepas individuales (figura 5B) y nuevamente compararon la fluorescencia de mNeonGreen-FLAG de fluorofagos
empaquetados en las cuatro cepas diferentes (figura 5B), resultd claro que XL1-blue era la mejor cepa, seguido de
AVB100F'. Los fagos empaquetados en SS320 y Top10F’ proporcionaron intensidades de fluorescencia mas bajas.

Aunque estan estrechamente relacionadas, las diferentes cepas mostraron diferencias bastante grandes de expresion
funcional y plegamiento de los fluordforos. Ademas, aunque XL1-Blue y AVB100 fueron muy similares en la
fluorescencia bacteriana al producir la fusién pVllI-fluoréforo por si sola, las particulas de fluorofago producidas en
XL1-blue proporcionaron una intensidad de fluorescencia practicamente dos veces superior. Estos datos sugieren que
la capacidad favorable de plegar el fluoréforo funcionalmente en el citosol es compartida por XL1-Blue y AVB100, lo
que contrasta con SS320 y TOP10F’. Sin embargo, XL1-Blue aparentemente posee una capacidad superior también
en comparaciéon con AVB100 de transportar el fluoréforo plegado desde el citosol hasta el periplasma, y de integrarlo
en el viridon. De esta manera, aunque puede utilizarse cualquiera de estas cepas (o, en efecto, otras cepas de E. coli),
XL1-Blue resulta preferente en algunos casos.

Ensayo de inmunosorcién ligada a enzima (ELISA) y ensayo de inmunosorcién ligada a fluorescencia (FLISA).

Con el fin de evaluar si se podia combinar o no la capacidad de exponer tanto una fusién de fluoréforo-pVIIl funcional
como una fusién funcional diferente en una cépside diferente que pVIll en la misma particula fagica, los presentes
inventores decidieron insertar un scfV anti-phOx bien descrito (Marks et al., 1992, Biotechnology, 10:779-783) en el
fagémido expresante de fluordéforo-pVlll en forma de una fusiéon de pIX. A continuacién, se prepararon los fagos y se
sometieron a ensayo para la unién de phox en un ELISA clasico, asi como en un FLISA, tal como se ha descrito. Para
la comparacién, se prepararon fagos que exponian scFv anti-phox/plX sin la fusién de fluoréforo-pVlll y se sometieron
a ensayo en paralelo.

Se midié la intensidad de fluorescencia de cantidades normalizadas de particulas fagicas en el lector de placas Victor3
(figura 6A) y mostraron una intensidad de fluorescencia muy elevada, y solo de los fagos que exponian la fusién de
fluorérofo-pVIll. Es importante que al someter a ensayo las mismas muestras de fagos para la unién a la diana de
scFv en un ELISA estandar, se observé una unién especifica e idéntica con independencia de la presencia o ausencia
de la fusidén de fluoréforo-pVlll (figura 6B). De esta manera, los datos demuestran que la exposicién de un fluoréforo
sobre pVIIl no afectd a la unidén de antigenos mediada por la fraccién de direccionamiento en la fusién de plX en los
fagos de exposicién dual. Al someter a ensayo nuevamente las mismas muestras de fagos para la unién a la diana
utilizando FLISA con el lector de placas Victor3, no pudo observarse ninguna sefial fluorescente de ninguna muestra
(figura 6C). De esta manera, los datos muestran que la medicién de la fluorescencia de todos los fagos aplicados en
el pocillo se lleva a cabo facilmente, mientras que en el disefio actual, los presentes inventores no dispusieron de
sensibilidad para detectar especificamente la reducida cantidad de fagos retenidos sobre la diana tras el lavado en el
FLISA. Es importante que los datos muestran inequivocamente que la exposiciéon dual de la fusién de fluoréforo-pVIll
y la fusién scFv-plX en la misma particula fagica no afecta al fenotipo de la fusién scFv-plIX.
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Deteccién de proteinas expresadas en la superficie celular mediante citometria de flujo.

Una potente aplicacion de los fluorofagos seria utilizarlos en la seleccién en tiempo real en FACS sin necesidad de
anticuerpos de tincién, sino solo basandose en la fluorescencia inherente de la fusién de fluoréforo-pVIll para la
deteccién. Para evaluarlo, los presentes inventores sometieron a ensayo el fluorofago que exponia scFv GB113-pIX
para la unién especifica al receptor de células T expresado sobre las células de hibridoma de células T 4B2A1 murinas
mediante citometria de flujo. Para la comparacién se prepararon fagos que exponian scFv GB113-pIX sin la fusién de
fluoréforo-pVlIll y se sometieron a ensayo en paralelo.

Con el fin de verificar la unién especifica a las células que expresaban el TCR 4B2A1 utilizando metodologia estandar,
los presentes inventores utilizaron un anticuerpo anti-fd conjugado con PE para detectar los fagos unidos. Ello también
permitié una comparacién lado a lado del fluorofago y el fago regular unido al TCR (figura 7A), y ninguno se unia a las
células BW58 murinas negativas para TCr (PMID: 2558022) (figura 7B). Al intentar tefiir las células sin la adicién de
un mAb de deteccién, los presentes inventores no observaron ningln incremento de la intensidad de fluorescencia en
comparacién con los controles (figura 7C), a pesar de la fuerte sefial de fluorescencia observada de fluorofago scFv
GB113 cuando estaba en solucién (figura 7D). De esta manera, aunque el fluorofago mostraba una sefial fluorescente
fuerte en solucién, no pudieron detectarlo en la unién a antigeno unido en superficie mediante citometria de flujo. Ello
significa que, aunque este fluorofago es altamente atil y ventajoso en muchos ensayos, el fluorofago en esta forma
todavia no alcanza el brillo por particula necesario para permitir la tincién directa y la separacién por FACS de las
células.

Conclusiones finales.

Se hainformado de los esfuerzos anteriores que han intentado aprovechar las ventajas combinadas de las tecnologias
de fagos y células, aunque todavia no se ha llegado a su utilizaciéon habitual. La exposicién funcional de proteinas
fluorescentes sobre particulas fagicas ya se ha conseguido previamente, pero hasta el momento solo ha tenido un
éxito limitado y no se ha conseguido con la proteina de cubierta pVIIl. En este punto, el acoplamiento indirecto in vitro
de un fluoréforo con pVllIl etiquetada con sortasa ha mostrado el mayor potencial (Hess et al., 2012, supra), aunque
este procedimiento es ineficiente, laborioso y caro.

En la presente memoria se muestra la generaciéon de una particula fagica con tanto capacidad de fluorescencia
intrinseca como actividad de unién a la diana. mNeonGreen demostré ser el mejor fluoréforo de los investigados para
exposicion sobre pVIll. Los presentes inventore encontraron que las condiciones 6ptimas para la exposicién funcional
de fluoréforos biolégicos sobre pVIII implicaba la traslocacion de la fusién por la ruta Tat para el plegamiento en el
citosol. Inesperadamente también se encontré que una SD débil proporcionaba la exposicién funcional més alta. La
causa exacta de ello es desconocida, aunque podria conjeturarse que puede producirse una especie de sobrecarga
de la maquinaria de plegamiento de E. coli. Se mostr6é que XL1-Blue proporcionaba la intensidad de fluorescencia mas
alta a las particulas fagicas producidas.

El posible uso final de dicho reactivo no esté limitado a la seleccién y cribado de los anticuerpos. Cualquier proteina
que pueda exponerse sobre un fago puede insertarse en un fagémido fluorofago para producir un reactivo de deteccién
de una sola capa.

Aunque el fluorofago mostraba una fluorescencia fuerte y presentara una utilidad ventajosa en muchos ensayos debido
a su fluorescencia intrinseca, evitando de esta manera la utilizacién de reactivos/anticuerpos marcados o de tincién,
combinado con su capacidad de unién a una molécula diana mediante la fusién de segunda proteina de cubierta a
una PDI, todavia no era suficientemente brillante para detectarlo al unirse al antigeno. Una posible manera de
conseguirlo podria ser incrementar el brillo de las particulas de fluorofago. Lo anterior teéricamente podria conseguirse
mediante: 1) el incremento del nimero de pVIll-mNeonGreen por particula, o 2) la mejora de la exposicién funcional
de mNeonGreen mediante la mejora del plegamiento, o 3) el incremento del brillo intrinseco de mNeonGreen, o una
combinacion de todos.

Con este fin, los presentes inventores ventajosamente han podido desarrollar variantes de los constructos de
fluorofago que muestran una eficacia mejorada (propiedades de fluorescencia mejorada).

Ejemplo 2: generacién de fluorofagos variantes.

La mutacién aleatoria de aminoécidos en la secuencia de la proteina mNeonGreen original (parental) tal como se
describe en la presente memoria (SEC ID n.° 3y n.° 4) se llevé a cabo para evaluar si era posible producir una versién
que sea mas brillante que la proteina (parental) existente 0 muestra una exposicién mejorada en forma de una fusién
de pVIlIl en la cubierta fagica. Idealmente, los presentes inventores pudieron identificar un mutante que mostraba una
mejora en ambas categorias. Sin embargo, los presentes inventores no estaban seguros de que ello fuera posible.

Los presentes inventores construyeron una biblioteca que consistia en variantes de vector fluorofago portadores de
mutaciones en el gen de mNeonGreen, el conector y los primeros 90 nucleétidos del gen de pVIII.
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La parte del constructo que se sometié a mutagénesis se muestra a continuacidén (estas tres partes se encuentran
como secuencias consecutivas en el vector, pero se ha mostrado por separado en la presente memoria por claridad):

pViil {parcialments, primeros 80

nuclesdtidos), {SEC 1D n.° 56)

Construccién de bibliotecas.

Los presentes inventores llevaron a cabo la incorporacién de anélogos de dNTP mediante PCR para introducir
mutaciones aleatorias en el ADN de fagémido. Basandose en el articulo de Zaccolo et al. (1996, J. Mol. Biol.
255(4):589-603), Jena Biosciences produce y comercializa un kit de mutagénesis basado en PCR que se utilizd
durante la generacién de bibliotecas. Como herramienta de clonacion se utilizé el kit de clonacién de ensamblaje de
ADN de alta fidelidad NEBuilder®. Este kit liga cualesquiera fragmentos con solapamientos de secuencias de entre 15
y 80 nucleétidos.

Mutagénesis:

Los presentes inventores crearon y caracterizaron bibliotecas de un fragmento con diferentes cargas mutacionales
basadas en el niumero de rondas/ciclos utilizados para incorporar analogos de dNTP durante la PCR. Se selecciond
un fragmento que contenia el gen de la fusién de pVIIl de fluorofago completo (incluyendo la totalidad de los 5 dominios
funcionales, es decir, TorAB7, FLAG, mNG, conector y pVIIl de longitud completa) y sus regiones flanqueantes (ver
las secuencias posteriormente). Utilizando este enfoque, los presentes inventores tienen la posibilidad de volver y
amplificar diferentes regiones para construir nuevas bibliotecas en el futuro sin necesidad de pasar nuevamente por
el proceso de mutagénesis: las partes individuales de dicho constructo se muestran a continuacién (estas partes se
encuentran en forma de secuencias consecutivas en el vector, pero se han mostrado separadas en la presente
memoria por claridad):
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AGTGTTTTAGTGCTATTCTTTCECC IC T ITCE T T T TAGG T PGG TGO CT IO G TAGTGGCATTACGTATTTTACCCGTTTA

AT

GEARRCTICC TCATGATAAGC TAGCAAGC AAGGAGACAG TCaTa (Tegidn flangueante)
ATGAACAATAACGATCTCTTTCAGACATCACGTCAG
COTTTTTTCGCACAACTOGHCECCTTARICGTCGCCGEEATGCTCEOGRCETCAT TG TTARCGCCGEGACGTGIGAC
{Tor AB7)

zeaccs {aminogcidos AA)

Gattacaaggatgacgatgacaag (FLAG)

cee (@Bminoacido G)

GTTTCTARAGGTGAAGAAGACAACATGECTTOTCTGECGGOTACCCALG

AACTGUACATCTTCGETTCTATCAARCGETET TEACTTOCACATGETTGHTC AGSGTACCGE TAACTUGARL GATGETT
ACGARGRACTEAAC CTGARATCTAC CAARGE TEACCT GCAGTTCTCTCOGTGEATC T TAGT IO CEGCACATCEE T TACS
GTTTCOACCAGTACCTSOCETAC CCGEACGE TATGTCEC LETTCCAGGC TECTATGE TTGACGETTC TECTTACCAGE
PICACCGTAT CATGOAGT TCHRAAGACGET GO TTCTCT GACC G T TARC TAC CETTACA ST TACGAR BETTCTCACAT A
AAGETGAAGCTOAGGTTARAGETACCGETTTCCOGECTGACHE TOCGGTTATGACCARC TUTCTGALCECTECTEACT
GETGCUHTTC TAARRARACCTACCCGARD GACARAACTATCATCTCTAC CTTCAR AT GG TCTTACAL CACCGETAACT
GTARRLGTTACCGTTC TACCGL TCGTACCAC CTAZACCTTCGCTAAACC GATGEC TGLTARCTAC CTGARKRACCAGE

COATETACGTTITCCETARARCCGAAC TEAAACAC TCTARAAC COARCTGAR D TTCAAAGAATGOCAGARRGL TITCA

CUGACGTTATGGGTATGGACGRACTGTACARA (MNeonGreen)

coocorsecasteseaeTeecace  {Conector}

GUTGAGGGTGACGATCCCECANAAGTGECCT TTAACTCCS

TGUARGCUTCAGGACCEAATATAT G GTTATGUG TEGECHATGET TG T TG TUAT TG TCHGCGCARC TATC GG TATOA

G
CTGTTTAAGAAATTCACCTCEAAAGAAce (pVill completa)

TGATAA

GO TAGO TTEAGGCATCAA TAAAACGAAAGGC TCAG TCGARATGAL
TGGGECCTTTCAT TTTA TC TG TG DTG TCGE TP AACET T TG TCGTCATCE ICC TPGTAGFC T T T T TTAGCAGAATC TG
oe;

serrrescarcagerreccserrrecarcase {region flangueante), (SEC 1D n.® 57)

Esta secuencia se produje con los cabadores siguientes:

pVIll_fwd: AGTGTTTTAGTGTATTCTTTCGCC (SEC 1D n.® 58)
FkpA_R: GCTGATGCAAAGCCGG {SEC ID n.? 58}

Las secuencias se analizaron utilizando el servicio de secuenciacién de Sanger de GATC (Alemania). Se llevaron a
cabo hasta 28 rondas (ciclos de PCR) que resultdé en una frecuencia de mutacién de aproximadamente 25 % al nivel

de los aminoécidos (aproximadamente 10 % al nivel de los nucleétidos), datos no mostrados.

Los fragmentos mutagenizados se clonaron nuevamente en el vector, tal como se muestra en la figura 2, que
comprende un péptido de sefial TorAB7 y una etiqueta FLAG. Las secuencias de los componentes TorAB7, FLAG,

MNG, conector y pVIII de dicho vector son las mostradas en la figura 9.

Clonacién de la biblioteca:

El proceso de clonacidn es sencillo y los presente inventores siguieron las recomendaciones del kit de clonacién de

ensamblaje de ADN de alta fidelidad NEBuilder®.

La reaccién de ligacién completa se transformé en SS320 electrocompetentes para producir una biblioteca de alta
diversidad. El calculo basado en la titulacién de la biblioteca fue de 10 6. A continuacién, los presentes inventores
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prepararon ADN a partir de las células SS320 y células XL1-blue electroporadas, la cepa de empaquetamiento
estandar para los fluorofagos.

La biblioteca se empaqueté con Hyperphage siguiendo los protocolos de empaquetamiento estdndares y los miembros
de la biblioteca de mutantes se cribé mediante FACS.

Estrategia de agrupamiento en FACS ARIA llu.

En la figura 8 se muestra una vista general de la estrategia de clasificacién completa. Los presentes inventores
seleccionaron los grupos de clasificacion de la biblioteca basadndose en dos caracteristicas: rendimiento de
mNeonGreen (verde; Alexa488) y el nivel de exposicién de proteina de fusién (roja; APC). (Para la segunda
caracteristica, el nivel de proteina de fusién de mNeonGreen-pVIIl unido a la superficie puede cuantificarse utilizando
un anticuerpo conjugado anti-DYKDDDDK-APC, es decir, un anticuerpo antietigueta FLAG marcado
fluorescentemente). La estrategia de seleccién en la primera ronda era liberal con respecto a la fuerza de la sefial de
ambos canales. Las células clasificadas se empaquetaron para producir la biblioteca fagica correspondiente. A
continuacion, se utilizé un inmunotubo recubierto con anti-FLAG®-M2 para enriquecer los clones en proteinas de fusion
integradas en la cubierta fagica. Se transdujeron células XL1-blue nuevas con la produccién de dicho enriquecimiento
y las células resultantes se prepararon para la clasificacién tal como en la ronda 1. El agrupamiento en la ronda 2 fue
mucho mas restrictivo y pretendia clasificar Gnicamente los clones doblemente positivos.

Puede observarse a partir de los perfiles de FACS mostrados en la figura 8 que se han generado miembros de la
biblioteca con un nimero incrementado de fluoréforos sobre la superficie y/o los clones con una sefial de mNeonGreen
incrementada. Ver el desplazamiento de clones desde el cuadrante izquierdo inferior del panel de FACS en el lado
izquierdo de la figura 8 (que muestra los resultados antes de la clasificacién), al cuadrante derecho inferior (niveles
elevados de FLAG en superficie, sefial de APC), el cuadrante izquierdo superior (sefial incrementada de mNeongreen)
o el cuadrante derecho superior (clones con niveles elevados de FLAG en superficie, sefial de APC y sefial
incrementada de mNeonGreen) observado en los perfiles de FACS de ronda 2 de la figura 8 (es decir, después de
dos rondas de clasificacién).

Dichos resultados muestran que pueden conseguirse fluorofagos variantes que han incrementado y mejorado
significativamente la fluorescencia respecto a la observada al utilizar la secuencia de mNeonGreen parental, y ahora
pueden caracterizarse adicionalmente clones individuales con el fin de seleccionar los mutantes altamente ventajosos.

Ejemplo 3: caracterizacién de un fluordforo mutante.

Las bibliotecas preparadas tal como se ha descrito anteriormente pueden cribarse para mutantes que muestran
propiedades de fluorescencia mejoradas. Uno de los clones mejorados identificados mediante dichos cribados es el
denominado mutante FO3 tal como se describe en la presente memoria. Este mutante FO3 se identific6 a partir de uno
de los cribados que contenia bibliotecas con mutaciones en la pVIII de longitud completa. Al secuenciar la parte pVIll
del mutante FO3, presentaba la secuencia de nucledtidos siguiente:

GCTGAGGGTGACGATCCCGCAAAA
GCGGCCTTTAACTCCCTGCAAGCCTCAGCGACCGAATATATCGGTTATGCGTGG
GCGATG
GTTGTTGTCATTATAGGCGCCACTATCGGTATCAAGCTGTTTAAGAAATTCACCTC
GAAAGCAAGC (SEC 1D n.” 60)

La secuencia de aminoacidos era:

AEGDDP AKAAFNSLOASATEYIGYAW AMVVVIIGAT IGIKLFKKFT SKAS
(SECID n.° 61)

El clon FO3 contenia Unicamente una sola mutacién de aminoacido en la proteina de fusién de mNeonGreen-pVIIl en
comparacién con el clon parental, que era una mutacién de V a | en la posiciéon 33 de la proteina pVIll. El codén
correspondiente era GTC en el clon parental, que era ATA en el clon FO3.

Las células XL1-blue que contenian los diferentes fagémicos (ya sea la proteina de fusién de mNG-pVIIl de tipo
salvaje/parental en el contexto del sistema de fusién de GB113 descrito anteriormente, es decir, MNGwt, o el clon FO3
con la secuencia de pVIIl con mNG mutado, mNGF03) se cultivaron durante 16 horas a 37 °C en ausencia de glucosa
para permitir la expresién de la proteina de fusion. Las células se lavaron 3 veces en PBS. Se midi6 la densidad 6ptica
de las células y se ajustaron todas las muestras basandose en la densidad 6ptica, a un valor A600 de 1. Se preparé
una dilucién en serie en pasos de 1:2.
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Los resultados se muestran en la figura 10. El panel 10A muestra la comparacion entre la intensidad de fluorescencia
medida directamente en células XL-1 blue vivas que expresan el fluorofago original (mMNGwt) con el candidato lider
del cribado (MNGFO03). El panel 10B muestra la misma comparacién mediante la monitorizacién de la intensidad de
fluorescencia de las particulas fagicas que han sido empaquetadas en las cepas siguiendo el protocolo estandar
utilizando DeltaPhage tal como se ha descrito anteriormente. Se determinaron las concentraciones de las muestras
mediante titulacion infecciosa y todas las muestras se normalizaron a 5x10'2 UFCAMP/m. Se llevd a cabo una medicion
de la fluorescencia en el instrumento Varioskan LUX a 488 exc./517 em.

Puede observarse que el clon FO3 muestra una fluorescencia bacteriana y de las particulas fagicas incrementada que
es aproximadamente 2 veces mas alta que la fluorescencia observada con el clon parental.

El casete de fusibn mMNGFO03-pVIll se cloné en el sistema de fusién phOx-plX tal como se ha descrito anteriormente,
para formar un constructo de expresion dual. Las células bacterianas que expresaban tanto phOx-mNGwt tal como se
ha descrito anteriormente como phOx-mNGF03 se evaluaron para intensidad de fluorescencia (figura 11A), al igual
que las particulas fagicas (figura 11B).

En la figura 11A, se extrajeron células durante el proceso de empaquetamiento. Se midié la fluorescencia a partir de
los cultivos iniciales (que contenian glucosa) a fin de establecer el nivel basal para la medicién de la fluorescencia
(Glu). Se midid la fluorescencia de las mismas células después del empaquetamiento durante la noche (ausencia de
glucosa). Todas las muestras se normalizaron basandose en la densidad 6ptica, a un valor de A600 de 1. Se preparé
una dilucién en serie en pasos de 1:2. En la figura 11B, se determiné la concentracién de fagos baséndose en la
cantidad de ADN presente en la muestra. Los datos en bruto se ajustaron al valor mas bajo, 4,1x10 12.

Puede observarse a partir de las figuras 11A y B que en el sistema phOX, mNGwt produce un buen nivel de
fluorescencia segin medicion tanto en células bacterianas (figura 11A) como en particulas fagicas (figura 11B). Las
figuras 11A y B muestran que mNGF03 también produce fluorescencia en el sistema phOx. La figura 11B también
muestra que, una vez ajustado para el titulo, el fago phOx-mNGF03 muestra una mejor sefial de fluorescencia por
fago que mNGwt.

Se construyé un vector adicional de exposicién dual en el que se habia fusionado scFv anti-TCR de ratén H57 con
pIX.

Construccién de pGALDIFN.

Se generé la secuencia de anticuerpo H57 scFv anti-TCR de ratdn tal como han descrito Huppa et al., 2010 (Nature
463:967-3) fusionada con plV, mediante sintesis génica (SG) y clonacién molecular estandar en el fagémido
pGALDSYALFN en los sitios de ER Ncol/Notl compatibles (Huppa et al. 2010, supra; Loset et al. 2011, PLosONE, 6:
e17433, supra). La SG, el procedimiento de clonacién y la confirmacién mediante secuenciacién fueron llevadas a
cabo por Eurofins.

Construccién de H57-mNGFO03.

El casete que contenia el casete completo mMNGF03-pVIlI se subcloné en el fagémido pGALDOALFN-H57 utilizando
el Nhel flanqueante. Se confirmé la orientacién correcta mediante secuenciacion, realizada por Eurofins.

Construccién de vector retrovirico para la expresién de TCR.

Se cloné un gen que contenia Va y VP del TCR R12-C9 (Straetemans, T. et al., 2012) injertado en Ca y CB murinos,
respectivamente, con alfa y beta acoplados mediante el péptido escindible P2A (Eurofins Genomics), en pMSCV-Neo
(Clontech) con un MCS reorganizado en los sitios de restriccion EcoRI y Xhol esencialmente tal como se ha descrito
(Holst, J. et al., Generation of T-cell receptor retrogenic mice. Nat. Protocols 1, 406-417, 2006).

Construccién de la linea celular SKW-3 R12-C9.

Se cotransfectaron células GP2-293 (Clontech) con pMSCV-Neo R12-C9 y pEco (Clontech). El sobrenadante virico
se transdujo en células SKW-3 (CLS Cell Line Services, Alemania). Un pool transducido de células SKW-3 R12-C9 se
cotifié con el mAb a-hCD3 PE (BD Biosciences) y mAb H57-A64 especifico de mCp (LifeTech) y se aislaron los
transductantes positivos en un instrumento FACSAria llu (BD).

Citometria de flujo.
Se distribuyeron alicuotas de 5x10 4 células transfectantes SKW-3 R12-C9 TCR y células SKW-3 no transfectadas
(control negativo) en una placa de 96 pocillos en forma de V (Costar). Se ajustaron los volumenes totales a 250

pli/pocillo con BSA al 0,5 % p/NPBS (pH 7,4). La placa se centrifugé a 300g/5 min a TA y se descartaron los
sobrenadantes. Se afiadieron alicuotas de 25 pl/pocillo de fagos con titulos normalizados de 5x10'? ufc@™PR/m
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prebloqueados en BSA al 0,5 %/PBS (los pocillos de control recibieron solo BSA al 0,5 %/PBS) y la placa se incubd
durante 30 min a TA. Las células se lavaron mediante la adicién de 200 pl/pocillo con BSA al 0,5 %/PBS; las células
se peletizaron mediante centrifugacién a 300 g/5 min/TA y se descartaron los sobrenadantes. Se afiadieron
anticuerpos anti-fd de pollo conjugados con APC (Norwegian Antibodies) en BSA al 0,5 %/PBS a los pocillos
apropiados, seguido de una incubacién de 3 0 min a 4 °C. Los pocillos se lavaron dos veces tal como anteriormente y
se analizaron inmediatamente en un instrumento Accuri C6 (BD Biosciences). El anélisis de los datos se llevd a cabo
utilizando el software FlowJo (v10.5).

Deteccién de proteinas expresadas en la superficie celular mediante citometria de flujo.

Una potente aplicacién de los fluorofagos seria su utilizacién en la seleccién en tiempo real en FACS sin la necesidad
de anticuerpos de tincién, sino solo basadndose en la fluorescencia inherente de la fusién de fluoréforo-pVlll para la
deteccién. Para evaluar esta posibilidad, los presentes inventores sometieron a ensayo el fluorofago de exposicién de
scFv H57-pIX para la unién especifica al receptor de células T expresado sobre células de hibridoma de células T
SKW-3 R12-C9 humanas utilizando la citometria de flujo. Para la comparacion, se prepararon fagos de exposicion de
scFv H57-plX sin la fusién de fluoréforo-pVIil y se sometieron a ensayo en paralelo.

Con el fin de verificar la unién especifica a las células que expresaban TCR R12-C9 utilizando metodologia estandar,
los presentes inventores utilizando un anticuerpo anti-fd conjugado con APC para detectar los fagos unidos. Ello
también permitié una comparacion lado a lado del fluorofago y el fago normal unidos al TCR (figura 12A), y ninguno
unido a SKW-3 humanas negativas para TCR (figura 12B). Al intentar tefiir células sin la adicién de un mAb de
deteccién, no se observd ningln incremento de la intensidad de fluorescencia respecto a la de los controles (figura
12C), a pesar de la fuerte sefial de fluorescencia observada del fluorofago scFv H57 cuando en soluciéon (H57-
MNGFO03, figura 12D). De esta manera, aunque el fluorofago mostraba una sefial fluorescente fuerte en solucién, no
se pudo detectar en la unién a antigeno ligado a superficie, mediante citometria de flujo. Ello significa que, aunque
este fluorofago resulta altamente util y ventajoso en muchos ensayos, p. ej., FLISA, tal como se describe
posteriormente que comparte muchas similitudes y componentes con un ensayo de FACS, el fluorofago en esta forma
todavia no alcanza el brillo por particula necesario para permitir la tincién directa y separacién por FACS de las células.

Ejemplo 4. Ensayo de inmunosorcién ligada a enzimas (ELISA) y ensayo de inmunosorcién ligada a fluorescencia
(FLISA).

Materiales y métodos.
Construccién de vectores de expresiéon TAT-ABC.

Los vectores que contenian los genes AC/B tat se disefiaron utilizando la herramienta de disefio Gensmart (Genscript
Ltd.). Todos los constructos fueron producidos y controlada su calidad por Genscript Ltd. La fuente de la secuencia de
TatB era NC_000913.3: 4022218-4022733 (NCBI) y la fuente de la secuencia de TatAC era n.° X73888.1 (European
Nucleotide Archive). Para los fines de la deteccién, se fusion6é TabC con una etiqueta 6xHIS C-terminal y TatC con
una etiqueta FLAG C-terminal.

Construccién de células XL 1-blue sobreexpresantes de Tat-AC/B que contienen el fagémido phOx-mNGFO03.

Se transformaron células XL1-blue electrocompetentes con 1 ng de cada vector utilizando el protocolo estandar para
el sistema de electroporacion ECM399. Las células XL1-blue se cultivaron en agar LB que contenia 30 pg/ml de
cloranfenicol y 50 pg/ml de zeocina para seleccionar las células con ambos vectores de expresién. Se confirmé la
expresion de TatC y TatB mediante andlisis estandar de transferencia western utilizando anti-FLAG-M2 conjugado con
peroxidasa de rébano picante (dilucion 1:5000) y mAb anti-HIS (dilucién 1:2000) en lisados de clones dobles positivos.
Se seleccionaron 3 clones celulares basandose en sus niveles de expresién. Se transdujeron 10 ml de la totalidad de
los tres clones celulares con fagos portadores de un fagémido que contenia phOx-plx y la fusion mNeonGreen-F03-
pVIll. Se incubaron 10 pl de cultivo sobre agar LB que contenia 30 pg/ml de cloranfenicol, 50 pg/ml de zeocina, glucosa
500 mM y 100 pg/ml de ampicilina. Los clones resultantes se sometieron a ensayo basandose en su capacidad de
emitir fluorescencia.

En el presente Ejemplo, en algunos experimentos se utilizaron células huésped XL-1 que habian sido manipuladas
para sobreexpresar el transportador Tat tal como se ha descrito anteriormente, asi como para expresar el fagémido
phOx-mNGF03 con el fin de verificar si los niveles de fluorescencia podian mejorarse mediante sobreexpresién del
transportador Tat.

Se muestran algunos resultados de ejemplo en la figura 14, en la que un cultivo durante la noche de células bacterianas
en ausencia de glucosa muestra un gran incremento de la intensidad de fluorescencia e las células bacterianas que
contienen el fagémido phOx-mNGFO03 cuando el transportador Tat esta sobreexpresado (XL1-blue TAT; phOx-
MNGFO03) en comparacién con células bacterianas sin sobreexpresién de transportador Tat (XL1-blue; phOx-
mNGFO03).
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Ademas, con el fin de evaluar si se podia combinar o no la capacidad de exposicién tanto una fusién funcional de
fluoréforo-pVIll como una fusién funcional diferente en una capside diferente de pVIll en la misma particula fagica, los
presentes inventores decidieron insertar un scFv anti-phOx bien descrito (Marks et al., 1992, Biotechnology, 10:779-
783) en el fagémido expresante de fluoréforo-pVIll en forma de una fusién de plX (este fagémido anti-phOx también
se utilizé en algunos experimentos, anteriormente). A continuacién, se prepararon fagos y se sometieron a ensayo
para la unién de phOx en un ELISA clésico, ademés de FLISA, tal como se describe. Para la comparacién, se
prepararon fagos de exposicién scFv anti-phOx-pIX sin la fusién de Ifuoréforo-pVIil y se sometieron a ensayo en
paralelo.

Se midié la intensidad de fluorescencia de cantidades normalizadas de particulas fagicas en el lector de placas
Varioskan LUX (figura 13D) y mostraron una intensidad de fluorescencia muy alta, y solo de los fagos que exponian
la fusidn de fluordforo-pVIll. Nuevamente, al evaluar las particulas fagicas, el clon FO3 mostré una fluorescencia
mejorada por particula fagica en comparacién con el clon parental (wt).

Es importante, al someter a ensayo las mismas muestras fagicas para la unién a la diana de scFv en ELISA estandar,
se observé unién especifica con independencia de la presencia o ausencia de la fusién de fluoréforo-pVIIl (figura 13C).
De esta manera, los datos demuestran que la exposicion de un fluoréforo en pVIll no afecté a la unién de antigeno
mediada por la fraccién de direccionamiento en la fusién de pIX en el fago de exposiciéon dual. Al someter a ensayo
nuevamente las mismas muestras fagicas para la unién de diana utilizando FLISA con el lector de placas Varioskan
LUX, se pudo observar sefial fluorescente de las particulas fagicas que estaban exponiendo mNGwt-pVIII (figura 13A,
phOx-mNGwt) y la proteina de fusion mNGF03-pVIlI (figura 13B), en particular al utilizar un titulo elevado de las células
huésped bacterianas XL-1 sobreexpresantes de Tat (TAT alto). De esta manera, los datos muestran que la
fluorescencia intrinseca de estas particulas fagicas es suficientemente alta para proporcionar sensibilidad para
detectar especificamente la reducida cantidad de fagos retenida sobre la diana después del lavado en el FLISA 'y que
estas particulas fagicas encuentran una utilidad ventajosa en tales ensayos, por ejemplo para permitir la deteccién
cuando estan unidas a antigeno. Cabe destacar que los datos muestran inequivocamente que la exposicién dual de
la fusién de fluoréforo-pVill y la fusidn de scFv-plx en la misma particula fagica no afecta al fenotipo de la fusién scFv-
pIX.
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REIVINDICACIONES
Constructo de vector que comprende los componentes siguientes:

(i) una secuencia codificante de un péptido de sefial que dirige las proteinas hasta la ruta secretoria Tat,
y

(i) una secuencia codificante de un fluoréforo fusionado a una secuencia codificante de la proteina de
cubierta fagica pVIII.

Constructo de vector segun la reivindicacién 1, en el que el fluoréforo es uno que presenta o comprende una
estructura o arquitectura de barril B, preferentemente:

en el que el fluordforo es GFP, un derivado de GFP o presenta arquitectura de GFP, mas preferentemente:
en el que el fluoréforo es mNeonGreen o una variante del mismo.

Constructo de vector segun la reivindicaciéon 1 0 2, en el que el péptido de sefial es TorA o una variante del
mismo, preferentemente:

en el que la variante de TorA es Tor AB7 o una variante del mismo.

Constructo de vector segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la proteina de cubierta fagica
pVIII correspondiente a la proteina de cubierta pVIll del fago M13, fd o f1, o una variante de la misma;
preferentemente en el que la proteina de cubierta fagica pVIII comprende la SEC ID n.° 8, o0 en la que la
secuencia variante es una secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a la SEC ID n.° 8.

Constructo de vector segun la reivindicacién 4, en el que la proteina de cubierta fagica pVIll o secuencia
variante presenta una mutacién de valina a isoleucina en la posicién 33 de la SEC ID n.° 8 o una posicidén
correspondiente, preferentemente:

en el que la secuencia de acidos nucleicos codificante de dicho residuo de isoleucina comprende el codén
ATA.

Constructo de vector segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la proteina de cubierta fagica
pVIIl comprende la SEC ID n.° 25, 0 en el que la secuencia variante es una secuencia con una identidad de
por lo menos 70 % respecto a la SEC ID n.° 25.

Constructo de vector segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el vector comprende, ademés,
una secuencia codificante de un conector entre el fluoréforo y la proteina de cubierta fagica pVIIl.

Constructo de vector segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el vector comprende, ademés,
una secuencia codificante de una etiqueta detectable, preferentemente:

en el que la etiqueta es una etiqueta FLAG o un derivado de la misma, u otra etiqueta con carga negativa.

Constructo de vector segun la reivindicacién 8, en el que la etiqueta esta localizada entre el péptido de sefial
y el fluoréforo.

Constructo de vector segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el vector comprende, ademés,
uno o mas sitios de unién ribosémica (RBS), preferentemente:

en el que el RBS que controla la traduccién de la proteina de fusién de fluoréforo-pVIll es un RBS débil.

Constructo de vector segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el constructo de vector codifica
una secuencia que comprende la SEC ID n.° 16 o una secuencia con una identidad de secuencia de por lo
menos 70 % respecto a la misma.

Constructo de vector segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el constructo de vector codifica
una secuencia que comprende: (i) SEC ID n.® 18 o una secuencia con una identidad de secuencia de por lo
menos 70 % respecto a la misma, (ii) SEC ID n.° 20 o una secuencia con una identidad de por lo menos 70
% respecto a la misma, o (iii) SEC ID n.° 22 0 una secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto
a la misma.

Constructo de vector segln la reivindicacién 12, en el que la proteina de cubierta fagica pVIIl o secuencia

variante presenta una mutacién de valina a isoleucina en la posicién correspondiente a la posicién 33 de la
SEC ID n.° 8, preferentemente:
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en el que la secuencia de acidos nucleicos codificante de dicho residuo de isoleucina comprende el codén
ATA.

Constructo de vector segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que el constructo de vector
comprende, ademés, una secuencia codificante de una proteina de interés fusionada a una secuencia
codificante de una proteina de cubierta fagica no pVIIl.

Constructo de vector seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que el vector es un vector
fagémido o un vector fago.

Constructo de vector segun la reivindicacién 2, en el que mNeonGreen comprende la SEC ID n.° 4, o en el
que la secuencia variante es una secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a la SEC ID
n°4 o

el constructo de vector segun la reivindicacién 3, en el que Tor AB7 comprende la SEC ID n.° 2 o0 en el que
la secuencia variante es una secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a la SEC ID n.° 2,
0

el constructo de vector segln la reivindicacién 5, en el que la proteina de cubierta fagica pVIIl comprende la
SEC ID n.° 61, o una secuencia con una identidad de por lo menos 70 % respecto a la SEC ID n.° 61, o esta
codificada por una secuencia de acidos nucleicos que comprende la SEC ID n.° 60 0 una secuencia con una
identidad de secuencia de por lo menos 70 % respecto a la SEC ID n.° 60.

Molécula de &cidos nucleicos que comprende los componentes tal como se definen en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 16.

Particulas fagicas que comprenden los vectores o moléculas de acidos nucleicos tal como se definen en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 y que expresan una proteina de fusién de fluoréforo-pVIll sobre la
superficie, preferentemente:

en donde dichas particulas fagicas son particulas de un fago filamentoso.

Biblioteca de particulas fagicas, en la que las particulas fagicas son tal como se define en la reivindicacidn
18, y en la que se expresan multiples proteinas de interés diferentes sobre la superficie de las particulas
fagicas.

Sistema de exposicién fagica que comprende un constructo de vector o molécula de &cidos nucleicos tal
como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, que opcionalmente comprende ademas una
célula huésped de E. coli que sobreexpresa las proteinas Tat A, TatBy Tat C.

Método para producir particulas fagicas fluorescentes, que comprende la utilizacién de un constructo de

vector o molécula de &cidos nucleicos tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, o el
sistema de exposicién fagica seguln la reivindicacién 20.
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