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DESCRIPCION

Andamiajes proteinicos para miméticos de anticuerpos y otras proteinas de union.
Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere a andamiajes proteinicos ttiles, por ejemplo, para la generacién de productos que
tienen nuevas caracteristicas de union.

Las proteinas que tienen estructuras tridimensionales relativamente definidas, habitualmente denominadas como
andamiajes proteinicos, se pueden usar como reactivos para el disefio de productos de ingenieria genética. Estos
andamiajes contienen tipicamente una o mds regiones que son susceptibles de una variacién de secuencia especifica
o al azar, y tal aleatorizacién de secuencia se lleva a cabo a menudo para producir librerias de proteinas a partir de
las cuales se pueden seleccionar productos deseados. Un drea particular en la que dichos andamiajes son titiles es el
campo del disefio de anticuerpos.

Se ha intentado un niimero de enfoques previos para la manipulacién del sistema inmunitario de mamiferos para
obtener reactivos o farmacos. Estos han incluido inyectar animales con antigenos de interés para obtener mezclas de
anticuerpos policlonales que reaccionan contra antigenos especificos, la produccién de anticuerpos monoclonales en
cultivo de células de hibridomas (Koehler y Milstein, Nature 256:495, 1975), la modificacién de anticuerpos mono-
clonales existentes para obtener nuevas propiedades de reconocimiento, o propiedades optimizadas, la creacion de
nuevos fragmentos de anticuerpos con caracteristicas de union deseables, y la aleatorizacién de anticuerpos de cadena
sencilla (creados conectando las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de moléculas de anticuerpos con un
ligador peptidico flexible) seguido de la seleccién de la unién al antigeno mediante presentacion de fago (Clackson et
al., Nature 352:624, 1991).

Ademds, se han propuesto varios andamiajes proteinicos no inmunoglobulinicos para obtener proteinas con nuevas
propiedades de union. Por ejemplo, se ha disefiado un andamiaje de “minicuerpo”, que estd relacionado con el plega-
miento inmunoglobulinico, suprimiendo tres hebras beta de un dominio variable de cadena pesada de un anticuerpo
monoclonal (Tramontano et al., J. Mol. Recognit. 7:9, 1994). Esta proteina incluye 61 restos, y se puede usar para pre-
sentar dos bucles hipervariables. Estos dos bucles se han aleatorizado, y se han seleccionado productos para la unién a
antigenos, pero hasta ahora el armazén parece que tiene una utilidad algo limitada debido a problemas de solubilidad.
Otro armazé6n usado para presentar bucles ha sido tendamistat, un sandwich de ldminas beta de seis hebras, de 74
restos, mantenido todo junto mediante dos enlaces de disulfuro (McConnell y Hoess, J. Mol. Biol. 250:460, 1995).
Este andamiaje incluye tres bucles, pero, hasta la fecha, sélo dos de estos bucles se han examinado para determinar el
potencial de aleatorizacion.

Se han estudiado otras proteinas como armazones, y se han usado para presentar restos aleatorizados sobre super-
ficies helicoidales alfa (Nord et al., Nat. Biotechnol. 15:772, 1997; Nord et al., Protein Eng. 8:601, 1995), bucles entre
hélices alfa en haces de hélices alfa (Ku y Schultz, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:6552, 1995), y bucles restringi-
dos por puentes de disulfuro, tales como los de los inhibidores de proteasa pequefios (Markland et al., Biochemistry
35:8045, 1996; Markland et al., Biochemistry 35:8058, 1996; Rottgen y Collins, Gene 164:243, 1995; Wang et al., J.
Biol. Chem. 270:12250, 1995).

También se ha demostrado (Koide et al., J. Mol. Biol. 284:1141, 1998) el potencial del dominio de tipo III de
fibronectina como un andamiaje para manipulacién mediante ingenieria de nuevas proteinas de unién.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona una nueva familia de proteinas capaz de evolucionar para unirse a cualquier
compuesto de interés. Estas proteinas, que utilizan un andamiaje de fibronectina o de tipo fibronectina, funcionan de
manera caracteristica como anticuerpos naturales o manipulados mediante ingenieria (esto es, anticuerpos policlonales,
monoclonales, o de cadena sencilla), y, ademads, presentan ventajas estructurales. Especificamente, la estructura de
estos miméticos de anticuerpos se ha disefiado para un plegamiento, estabilidad y solubilidad 6ptimos, incluso en
condiciones que normalmente conducen a la pérdida de estructura y funcién en los anticuerpos.

Estos miméticos de anticuerpos se pueden utilizar con el fin de disefiar proteinas que son capaces de unirse a vir-
tualmente cualquier compuesto (por ejemplo, a cualquier proteina) de interés. En particular, las moléculas a base de
fibronectina descritas aqui se pueden usar como andamiajes que se someten a evolucién dirigida, disefiada para aleato-
rizar uno o mds de los tres bucles de fibronectina que son andlogos a las regiones que determinan la complementariedad
(CDR) de una regién variable de anticuerpo. Tal enfoque de evolucién dirigida da como resultado la produccién de
moléculas de tipo anticuerpo con afinidades elevadas por antigenos de interés. Ademds, los andamiajes descritos aqui
se pueden usar para presentar bucles expuestos definidos (por ejemplo, bucles aleatorizados previamente y selecciona-
dos en base a la unidn al antigeno), a fin de dirigir la evolucién de moléculas que se unen a tales bucles introducidos.
Una seleccion de este tipo se puede llevar a cabo para identificar moléculas de reconocimiento para cualquier bucle de
tipo CDR individual, o, como alternativa, para el reconocimiento de dos o de los tres bucles de tipo CDR combinados
en un epitopo no lineal.
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En consecuencia, la presente invencidn se refiere a una proteina que incluye un dominio de tipo III de fibronectina
que tiene por lo menos un bucle aleatorizado, estando la proteina caracterizada por su capacidad para unirse a un
compuesto que no estd unido mediante la correspondiente fibronectina de origen natural.

En unas formas de realizacién preferidas, el dominio de tipo III de fibronectina es un dominio de tipo III de
fibronectina de mamifero (por ejemplo, un ser humano); y la proteina incluye el décimo médulo del dominio de tipo
III de fibronectina ('°Fn3). En tales proteinas, la unién al compuesto estd mediada preferentemente mediante uno, dos
o tres bucles de '°Fn3. En otras formas de realizacion preferidas, el segundo bucle de '°Fn3 se puede extender en
longitud con relacion al médulo de origen natural, o €l '°Fn3 puede carecer de un motivo de unién a integrina. En estas
moléculas, el motivo de unién a integrina se puede sustituir por una secuencia de aminodcidos en la que una secuencia
de aminodcido basico-aminodcido neutro-aminodcido 4cido (en la direccion N-terminal hacia C-terminal) sustituye
el motivo de unidn a integrina; una secuencia preferida es serina-glicina-glutamato. En otra realizacién preferida, las
proteinas que contienen el dominio de tipo III de fibronectina de la invencién carecen de enlaces de disulfuro.

Cualquiera de las proteinas que contienen el dominio de tipo III de fibronectina descritas en la presente memoria
se puede formular como parte de una proteina de fusién (por ejemplo, una proteina de fusién que incluye ademads un
dominio de F, inmunoglobulinico, una proteina de complemento, una proteina de toxina, o una proteina de albimina).
Ademads, cualquiera de las proteinas de dominio de tipo III de fibronectina puede estar covalentemente unida a un
dcido nucleico (por ejemplo, una ARN), y el 4cido nucleico puede codificar la proteina. Ademads, la proteina puede
ser un multimero, o, particularmente si carece de un motivo de unién a integrina, se puede formular en un vehiculo
fisiolégicamente aceptable.

La presente invencién también se refiere a proteinas que incluyen un dominio de tipo III de fibronectina que tiene
por lo menos una mutacién en la secuencia de la ldmina 8 que cambia la estructura del andamiaje. Nuevamente, estas
proteinas se caracterizan por su capacidad de unién a compuestos que no estdn unidos mediante la correspondiente
fibronectina de origen natural.

Ademds, cualquiera de los andamiajes de fibronectina de la invencién se puede inmovilizar sobre un soporte sélido
(por ejemplo, una perla o un chip), y estos andamiajes se pueden disponer en cualquier configuracién sobre el soporte
sélido, incluyendo una coleccion.

En un aspecto relacionado, la invencién se refiere ademds a dcidos nucleicos que codifican cualquiera de las
proteinas de la invencidn. En unas formas de realizacién preferidas, el dcido nucleico es ADN o ARN.

En otro aspecto relacionado, la invencién también se refiere a un método para generar una proteina que incluye un
dominio de tipo III de fibronectina, y que es farmacéuticamente aceptable para un mamifero, que implica eliminar el
dominio de unién a integrina de dicho dominio de tipo III de fibronectina. Este método se puede aplicar a cualquiera
de las proteinas que contienen dominios de tipo III de fibronectina descritas anteriormente, y es particularmente util
para generar proteinas para aplicaciones terapéuticas humanas. La invencién también se refiere a tales proteinas que
contienen el dominio de tipo III de fibronectina, que carecen de los dominios de unién a integrina.

En todavia otros aspectos relacionados, la invencidn se refiere a métodos de identificacidn sistematica que se pue-
den usar para obtener o desarrollar proteinas de tipo III de fibronectina aleatorizadas, capaces de unirse a compuestos
de interés, o para obtener o desarrollar compuestos (por ejemplo, proteinas) capaces de unirse a una proteina particular
que contiene un motivo de tipo III de fibronectina aleatorizado. Ademds, la invencién se refiere a procedimientos de
identificacidn sistemadtica que combinan estos dos métodos, en cualquier orden, para obtener compuestos o proteinas
de interés.

En particular, el primer método de identificacién sistemdtica, util para el aislamiento o identificacién de proteinas
aleatorizadas de interés, implica: (a) poner en contacto el compuesto con una proteina candidata, incluyendo la proteina
candidata un dominio de tipo III de fibronectina que tiene por lo menos un bucle aleatorizado, llevandose a cabo la
puesta en contacto en condiciones que permitan la formacién del complejo de compuesto-proteina; y (b) obtener, a
partir del complejo, la proteina que se une al compuesto.

El segundo método de identificacién sistematica, para aislar o identificar un compuesto que se une a una proteina
que tiene un dominio de tipo III de fibronectina aleatorizado, implica: (a) poner en contacto la proteina con un com-
puesto candidato, llevandose a cabo la puesta en contacto en condiciones que permitan la formacién del complejo de
compuesto-proteina; y (b) obtener, a partir del complejo, los compuestos que se unen a la proteina.

En unas formas de realizacién preferidas, los métodos implican ademds aleatorizar por lo menos un bucle del
dominio de tipo III de fibronectina de la proteina obtenida en la etapa (b), y repetir las etapas (a) y (b) usando la
proteina aleatorizada adicional, o modificando el compuesto obtenido en la etapa (b), y repitiendo las etapas (a) y (b)
usando el compuesto modificado adicional. Ademas, el compuesto es preferentemente una proteina, y el dominio de
tipo III de fibronectina es preferentemente un dominio de tipo III de fibronectina de mamifero (por ejemplo, un ser
humano). En otras formas de realizacién preferidas, la proteina incluye el décimo mdédulo del dominio de tipo III de
fibronectina ('’Fn3), y la unién estd mediada por uno, dos o tres bucles de '°Fn3. Ademds, el segundo bucle de '°Fn3
se puede extender en longitud con relacién al médulo de origen natural, o '°Fn3 puede carecer de un motivo de unién
a integrina. Nuevamente, como se describe anteriormente, el motivo de unién a integrina se puede sustituir por una
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secuencia de aminodcidos en la que una secuencia de aminodcidos bédsicos-aminodcidos neutros-aminodcidos dcidos
(en la direccién N-terminal hacia C-terminal) sustituye al motivo de unién a integrina; una secuencia preferida es
serina-glicina-glutamato.

Los métodos de seleccién descritos en la presente memoria se pueden llevar a cabo usando cualquier proteina
que contenga un dominio de tipo III de fibronectina. Por ejemplo, la proteina que contiene el dominio de tipo III de
fibronectina puede carecer de enlaces de disulfuro, o se puede formular como parte de una proteina de fusién (por
ejemplo, una proteina de fusién que incluye ademds un dominio F, inmunoglobulinico, una proteina de complemento,
una proteina de toxina, o una proteina de albimina). Ademads, las selecciones se pueden llevar a cabo usando las
proteinas del dominio de tipo III de fibronectina enlazadas covalentemente a acidos nucleicos (por ejemplo, ARN o
cualquier 4cido nucleico que codifique la proteina). Ademads, las selecciones se pueden llevar a cabo usando multimeros
proteinicos que contienen el dominio de fibronectina.

Preferentemente, las selecciones implican la inmovilizacién de la diana de unién sobre un soporte sélido. Los
soportes sdlidos preferidos incluyen columnas (por ejemplo, columnas de afinidad, tales como columnas de agarosa)
o microchips.

Ademds, la invencion se refiere a métodos de diagndstico que emplean las proteinas de andamiaje de fibronectina
de la invencidn. Tales métodos de diagndstico se pueden llevar a cabo sobre una muestra (por ejemplo, una muestra
bioldgica) para detectar un analito, o para detectar simultineamente muchos analitos diferentes en la muestra. El
método puede emplear cualquiera de las moléculas de andamiaje descritas aqui. Preferentemente, el método implica
(a) poner en contacto la muestra con una proteina que se une al analito del compuesto, y que incluye un dominio
de tipo III de fibronectina que tiene por lo menos un bucle aleatorizado, llevandose a cabo la puesta en contacto en
condiciones que permitan la formacién del complejo de compuesto-proteina; y (b) detectar el complejo, y por lo tanto
el compuesto en la muestra.

En unas formas de realizacion preferidas, la proteina se inmoviliza sobre un soporte sélido (por ejemplo, un chip
o una perla), y se puede inmovilizar como parte de un conjunto. La proteina se puede unir covalentemente a un dcido
nucleico, preferentemente un acido nucleico tal como ARN, que codifica la proteina. Ademads, el compuesto es a
menudo una protefna, pero también puede ser cualquier otro analito en una muestra. La deteccién se puede lograr
mediante cualquier técnica estandar, incluyendo, sin limitacién, la radiograffa, la deteccién mediante fluorescencia, la
espectroscopia de masas, o la resonancia plasmoénica de superficie.

Como se utiliza en la presente memoria, mediante “dominio de tipo III de fibronectina” se hace referencia a un
dominio que tiene 7 u 8 hebras beta que estdn distribuidas entre dos ldminas beta, que se empaquetan ellas mismas
entre si para formar el niicleo de la proteina, y que contienen ademds bucles que conectan a las hebras beta entre si
y estdn expuestas al disolvente. Hay por lo menos tres de tales bucles en cada borde del sindwich de laminas beta,
en el que el borde es la frontera de la proteina perpendicular a la direccion de las hebras beta. Preferentemente, un
dominio de tipo III de fibronectina incluye una secuencia que muestra por lo menos 30% de identidad de aminodcidos,
y preferentemente por lo menos 50% de identidad de aminodacidos, con la secuencia que codifica la estructura del
dominio de '°Fn3 denominado como “lttg” (ID = “lttg” (un ttg)), disponible de la Base de Datos de Protefnas. La
identidad de secuencias citada en esta definicién se determina mediante el programa de Homology, disponible de
Molecular Simulation (San Diego, CA). La invencién incluye ademds polimeros de las moléculas relacionadas con
Fn3, que son una extension del uso de la estructura monémera, ya sea o no que las subunidades de la poliproteina
sean idénticas o diferentes en secuencia.

Mediante “fibronectina de origen natural” se hace referencia a cualquier proteina de fibronectina que esta codificada
por un organismo vivo.

Mediante “aleatorizado” se hace referencia a una o mas alteraciones de aminoacidos con relacion a una secuencia
molde.

Mediante una “proteina” se hace referencia a cualquier secuencia de dos o mas aminodacidos, independientemente
de la longitud, modificacion post-traduccional, o funcién. Aqui, “proteina” y “péptido” se usan de forma intercambia-
ble.

Mediante “ARN” se hace referencia a una secuencia de dos o mas ribonucle6tidos enlazados covalentemente, de
origen natural o modificados. Un ejemplo de un ARN modificado incluido en este término es ARN de fosforotioato.

Mediante “ADN” se hace referencia a una secuencia de dos o mas desoxirribonucleétidos enlazados covalente-
mente, de origen natural o modificados.

Mediante un “4cido nucleico” se hace referencia a cualquiera de dos o mds nucleotidicos o andlogos de nucleo-
tidicos o derivados enlazados covalentemente. Como se utiliza en la presente memoria, esta expresion incluye, sin
limitaciéon, ADN, ARN, y PNA.

Mediante “farmacéuticamente aceptable” se hace referencia a un compuesto o proteina que se puede administrar a
un animal (por ejemplo, un mamifero) sin consecuencias médicas adversas significativas.
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Mediante “vehiculo fisiol6gicamente aceptable” se hace referencia a un vehiculo que no tenga un impacto perni-
cioso significativo sobre el hospedante tratado, y que retiene las propiedades terapéuticas del compuesto con el que se
administra. Un vehiculo ejemplar, fisiol6gicamente aceptable, es disolucidn salina fisioldgica. Otros vehiculos fisiold-
gicamente aceptables y sus formulaciones son conocidos por el experto en la técnica, y se describen, por ejemplo, en
Remington’s Pharmaceutical Sciences, (18* edicién), ed. A. Gennaro, 1990, Mack Publishing Company, Easton, PA.

Mediante “seleccionar” se hace referencia a dividir sustancialmente una molécula de otras moléculas en una pobla-
cion. Como se utiliza en la presente memoria, una etapa de “seleccion” proporciona por lo menos un enriquecimiento
de dos veces, preferentemente 30 veces, mas preferentemente 100 veces, y lo mas preferible 1000 veces, de una molé-
cula deseada con relacion a moléculas indeseadas en una poblaciodn, tras la etapa de seleccion. Una etapa de seleccion
se puede repetir cualquier nimero de veces, y en un enfoque dado se pueden combinar diferentes tipos de etapas de
seleccion.

Mediante “pareja de unién”, como se utiliza en la presente memoria, se hace referencia a cualquier molécula que
tenga una afinidad especifica, covalente o no covalente, por una porcién de un compuesto deseado (por ejemplo, protei-
na) de interés. Los ejemplos de parejas de unién incluyen, sin limitacién, miembros de pares de antigeno/anticuerpo,
pares de proteina/inhibidor, pares de receptor/ligando (por ejemplo, pares de receptor/ligando de superficie celular,
tales como los pares de receptor de hormona/hormona peptidica), pares de enzima/sustrato (por ejemplo, pares de qui-
nasa/sustrato), pares de lectina/hidrato de carbono, agregados oligoméricos o heterooligoméricos de proteinas, pares
de proteina de uniéon a ADN/sitio de unién a ADN, pares de ARN/proteina, y diplex de dcidos nucleicos, hetero-
didplex, o hebras ligadas, asi como cualquier molécula que sea capaz de formar uno o mas enlaces covalentes o no
covalentes (por ejemplo, enlaces de disulfuro) con cualquier porcién de otra molécula (por ejemplo, un compuesto o
proteina).

Mediante un “soporte sélido” se hace referencia a, sin limitacién, cualquier columna (o material de columna),
perla, tubo de ensayo, cdpsula de microtitulacion, particula sélida (por ejemplo, agarosa o Sefarosa), microchip (por
ejemplo, silicio, vidrio de silicio, o chip de oro), o membrana (por ejemplo, la membrana de un liposoma o vesicula),
a los que un andamiaje de fibronectina o un complejo de afinidad se puede unir, ya sea directa o indirectamente (por
ejemplo, a través de otros intermedios de parejas de unién, tales como otros anticuerpos o Proteina A), o en los que se
puede embeber un andamiaje de fibronectina o un complejo de afinidad (por ejemplo, a través de un receptor o canal).

La presente invencién proporciona un nimero de ventajas. Por ejemplo, como se describe con mds detalle a con-
tinuacion, el presente mimético de anticuerpo muestra propiedades biofisicas mejoradas, tales como estabilidad bajo
condiciones reductoras, y solubilidad a concentraciones elevadas. Ademds, estas moléculas se pueden expresar fécil-
mente y plegar en sistemas procariotas, tales como E. coli, en sistemas eucariotas, tales como levadura, y en sistemas
de traduccion in vitro, tales como el sistema de lisado de reticulocitos de conejo. Ademads, estas moléculas son extre-
madamente susceptibles a técnicas de maduracién de afinidad, que implican multiples ciclos de seleccion, incluyendo
la seleccién in vitro usando tecnologia de fusién de ARN-proteina (Roberts y Szostak, Proc. Natl. Acad. Sci USA
94:12297, 1997; Szostak et al., documento WO 00/47775, Szostak et al. documento WO 98/31700), presentacién
de fago (véase, por ejemplo, Smith y Petrenko, Chem. Rev. 97:317, 1997), y sistemas de presentacion de levaduras
(véase, por ejemplo, Boder y Wittrup, Nature Biotech. 15:553, 1997).

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion se pondrdn de manifiesto a partir de la siguiente descripcién
detallada de la misma, y a partir de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una fotografia que muestra una comparacion entre las estructuras de regiones variables de cadena
pesada de un anticuerpo, procedentes del camello (azul oscuro) y de la llama (azul claro), en cada una de las dos
orientaciones.

La Figura 2 es una fotograffa que muestra una comparacion entre las estructuras de la regién variable de cadena
pesada del anticuerpo de camello (azul oscuro), la regién variable de cadena pesada del anticuerpo de llama (azul
claro), y un médulo de niimero 10 de tipo III de fibronectina (‘°Fn3) (amarillo).

La Figura 3 es una fotograffa que muestra un médulo de nimero 10 de tipo III de fibronectina (°Fn3), correspon-
diendo los bucles a los bucles de unién a antigeno en cadenas pesadas de IgG destacadas en rojo.

La Figura 4 es una grafica que ilustra una alineacién de secuencias entre un dominio de proteina de tipo III de
fibronectina y dominios proteinicos relacionados.

La Figura 5 es una fotografia que muestra las similitudes estructurales entre un dominio de '°Fn3 y 15 proteinas
relacionadas, incluyendo fibronectinas, tenascinas, coldgenos, y undulina. En esta fotografia, las regiones estdn mar-
cadas segun lo siguiente: constante, azul oscuro; conservada, azul claro; neutra, blanca; variable, rojo; y el motivo de
union a integrina RGD (variable), amarillo.

La Figura 6 es una fotografia que muestra modelos de llenado de espacios de los médulos 9 y 10 de fibronectina
III, en cada una de las dos orientaciones diferentes. Estin marcados los dos médulos y el bucle de unién a integrina
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(RGD). En esta figura, azul indica restos positivamente cargados, rojo indica restos negativamente cargados, y blanco
indica restos sin cargar.

La Figura 7 es una fotografia que muestra modelos de llenado de espacios de los médulos 7-10 de fibronectina III,
en cada una de las tres orientaciones diferentes. Estdn marcados los cuatro médulos. En esta figura, azul indica restos
positivamente cargados, rojo indica restos negativamente cargados, y blanco indica restos sin cargar.

La Figura 8 es una fotografia que ilustra la formacién, bajo diferentes condiciones salinas, de fusiones de ARN-
proteina que incluyen dominios de tipo III de fibronectina.

La Figura 9 es una serie de fotografias que ilustran la seleccion de fusiones de ARN-proteina que contienen el
dominio de tipo III de fibronectina, segiin se mide mediante andlisis de sefiales por PCR.

La Figura 10 es una grafica que ilustra un incremento en el porcentaje de unién a TNF-« durante las selecciones
descritas aqui, asi como una comparacion entre selecciones de fusiones de ARN-proteina y de proteinas libres.

La Figura 11 es una serie de representaciones esqueméticas que muestran 1gG, '°Fn3, Fn-CH, -CH,-CH;, y Fn-
CH,-CH; (a favor de las agujas del reloj desde la parte superior izquierda).

La Figura 12 es una fotografia que muestra un modelo molecular de Fn-CH,-CH,-CH; basado en estructuras
tridimensionales conocidas de IgG (cristalografia mediante rayos X) y '°Fn3 (RMN Yy cristalograffa mediante rayos
X).

La Figura 13 es una gréifica que muestra el transcurso de tiempo de una seleccién de fusién de dcido nucleico-
proteina a base de '°Fn3 ejemplar de ligantes de TNF-@. Se muestran la proporcién de conjunto de fusién de dcido
nucleico-proteina (diamantes en blanco) y el conjunto de proteina libre (circulos en blanco) que se unen a TNF-a-
Sefarosa, y la proporcién de conjunto de proteina libre (circulos en negro) que se unen a Sefarosa sin derivatizar.

Las Figuras 14 y 15 son graficas que ilustran la unién a TNF-a mediante ligantes de Fn de TNF-a. En particular,
estas figuras muestran datos de espectros de masas obtenidos a partir de un chip de fusién de '°Fn3 y un chip que no
es de fusién, respectivamente.

Las Figuras 16 y 17 son la fosforoimagen y el barrido de fluorescencia, respectivamente, de un conjunto de °Fn3,
que ilustra la unién a TNF-a.

Descripcion detallada

Los nuevos miméticos de anticuerpos descritos aqui se han disefiado para ser superiores tanto a los fragmentos
derivados de anticuerpos como a los armazones que no son anticuerpos, por ejemplo aquellos armazones descritos
anteriormente.

La ventaja principal de estos miméticos de anticuerpos con respecto a los fragmentos de anticuerpos es estruc-
tural. Estos andamiajes derivan de mddulos completos, estables, estructurales solubles, encontrados en proteinas de
fluidos organicos humanos. En consecuencia, muestran un mejor plegamiento y propiedades de termoestabilidad que
los fragmentos de anticuerpos, cuya creacion implica la eliminacién de partes del plegamiento natural del anticuerpo,
exponiendo a menudo a restos de aminodcidos que, en un anticuerpo intacto, estarfan enterrados en un entorno hidré-
fobo, tal como una interfaz entre los dominios variables y constantes. La exposicion de tales residuos hidréfobos a
disolvente aumenta la probabilidad de agregacion.

Ademds, los miméticos de anticuerpos descritos aqui no tienen enlaces de disulfuro, que, segtin se sabe, retardan
o evitan el plegamiento apropiado de fragmentos de anticuerpos en ciertas condiciones. Puesto que los andamiajes
presentes no descansan en los disulfuros para la estabilidad del plegamiento natural, son estables en condiciones
reductoras, a diferencia de anticuerpos y sus fragmentos, que se desenredan con la ruptura del enlace de disulfuro.

Ademads, estos andamiajes a base de fibronectina proporcionan las ventajas funcionales de moléculas de anticuer-
pos. En particular, a pesar de hecho de que el médulo de '°Fn3 no es una inmunoglobulina, su plegamiento global estd
proximo al de la regién variable de la cadena pesada de IgG (Figura 2), haciendo posible presentar los tres bucles de
fibronectina andlogos a las CDR en orientaciones relativas similares a aquellas de los anticuerpos naturales. Debido a
esta estructura, los presentes miméticos de anticuerpos presentan propiedades de unién a antigeno que son similares
en naturaleza y afinidad a aquellas de los anticuerpos, y se pueden emplear in vitro una aleatorizacion de los bucles y
una estrategia de barajado que es similar al proceso de maduracién de afinidad de anticuerpos in vivo.

Ahora se describen a continuacién andamiajes ejemplares a base de fibronectina, y su uso para identificar, selec-
cionar y desarrollar nuevas proteinas de unién, asi como sus ligandos diana. Estos ejemplos se proporcionan con el fin
de ilustrar, y no limitar, la invencién.
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Motivo estructural de '°Fn3

Los miméticos de anticuerpos de la presente invencidn se basan en la estructura de un médulo de fibronectina de
tipo III (Fn3), un dominio habitual encontrado en proteinas estructurales y de la sangre de los mamiferos. Este dominio
aparece mas de 400 veces en la base de datos de secuencias proteinicas, y se ha estimado que aparece en un 2% de las
proteinas secuenciadas hasta la fecha, incluyendo fibronectinas, tenascina, proteinas citoesqueléticas intracelulares, y
enzimas procariotas (Bork y Doolittle, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:8990, 1992; Bork et al., Nature Biotech. 15:553,
1997; Meinke et al., J. Bacteriol. 175:1910, 1993; Watanabe et al., J. Biol. Chem. 265:15659, 1990). En particular,
estos andamiajes incluyen, como moldes, el décimo médulo de Fn3 humano ('°Fn3), que comprende 94 restos de
aminodcidos. El plegamiento global de este dominio estd estrechamente relacionado con el del fragmento de anticuerpo
funcional mds pequefio, la regioén variable de la cadena pesada, que comprende toda la unidad de reconocimiento de
antigeno en IgG de camello y de llama (Figura 1, 2). Las principales diferencias entre los dominios del camello y de
la llama y el dominio de '"Fn3 son que (i) '°Fn3 tiene unas pocas hebras beta menos (siete frente a nueve), y (ii) las
dos laminas beta, empaquetadas una frente a otra, estan conectadas mediante un puente de disulfuro en los dominios
de camello y de llama, pero no en '’Fn3.

Los tres bucles de '°Fn3 que corresponden a los bucles de unién a antigeno de la cadena pesada de IgG corren
entre los restos de aminodcidos 21-31, 51-56 y 76-88 (Figura 3). La longitud del primer y del tercer bucle, 11 y
12 restos, respectivamente, cae dentro del intervalo de los bucles de reconocimiento de antigeno correspondientes,
encontrados en cadenas pesadas de anticuerpos, esto es, los restos 10-12 y 3-25, respectivamente. En consecuencia,
una vez aleatorizados y seleccionados en busca de la elevada afinidad por el antigeno, estos dos bucles tienen contactos
con los antigenos equivalentes a los contactos de los bucles correspondientes en anticuerpos.

Por el contrario, el segundo bucle de '°Fn3 tiene s6lo 6 restos de longitud, mientras que el bucle correspondiente
en las cadenas pesadas de anticuerpos oscila desde 16 a 19 restos. Por lo tanto, para optimizar la unién al antigeno,
el segundo bucle de '°Fn3 se extiende preferentemente en 10-13 restos (ademds de ser aleatorizado), para obtener la
flexibilidad y afinidad en la unién al antigeno mas elevadas posibles. De hecho, en general, las longitudes asi como las
secuencias de los bucles de tipo CDR de los miméticos de anticuerpos se pueden aleatorizar durante la maduracién de
afinidad in vitro o in vivo (como se describe con mds detalle a continuacion).

El décimo dominio de tipo III de fibronectina humano, °Fn3, se repliega rapidamente incluso a baja temperatura;
su conformacion de cadena principal se ha recuperado en 1 segundo a 5°C. La estabilidad termodindmica de '°Fn3 es
elevada (AGy = 24 kJ/mol = 5,7 kcal/mol), lo que se correlaciona con su elevada temperatura de fusién de 110°C.

Uno de los papeles fisiolégicos de '"Fn3 es una subunidad de fibronectina, una glicoproteina que existe en una
forma soluble en fluidos corporales, y en una forma insoluble en la matriz extracelular (Dickinson ef al., J. Mol. Biol.
236:1079, 1994). Un mondémero de fibronectina de 220-250 kD contiene 12 médulos de tipo I, dos médulos de tipo 1,
y 17 médulos de tipo III de fibronectina (Potts y Campbell, Curr. Opin. Cell Biol. 6:648, 1994). Los diferentes médulos
de tipo III estan implicados en la unién de fibronectina a integrinas, heparina, y sulfato de condroitina. Se encontrd
que ""Fn3 media la adhesion celular a través de un motivo Arg-Gly-Asp (RGD) de unién a integrina en uno de sus
bucles expuestos. Se ha demostrado que motivos RGD similares estdn implicados en la unién a integrinas mediante
otras proteinas, tales como fibrindgeno, el factor de von Wellebrand, y vitronectina (Hynes et al., Cell 69:11, 1992).
No se ha descrito ningtin otro papel de unién a la matriz o a las células para '"Fn3.

La observacion de que '°Fn3 tiene s6lo una actividad ligeramente mds adhesiva que un péptido corto que contiene
RGD es consistente con la conclusién de que la actividad de unién a células de °Fn3 estd localizada en el péptido de
RGD en lugar de estar distribuida en toda la estructura de '°Fn3 (Baron et al., Biochemistry 31:2068, 1992). El hecho
de que '"Fn3 sin el motivo de RGD no se una probablemente a otras proteinas plasmaticas ni a la matriz extracelular
hace a '°Fn3 un andamiaje qtil para sustituir al anticuerpo. Ademds, la presencia de '°Fn3 en fibrinégeno natural en el
torrente sanguineo sugiere que el propio '°Fn3 probablemente no sea inmundgeno en el organismo de origen.

Ademds, se ha determinado que el armazén de '°Fn3 presenta secuencias de bucles expuestos que toleran la alea-
torizacion, facilitando la generacién de diversos conjuntos de miméticos de anticuerpos. Esta determinacion se realiz6
examinando la flexibilidad de la secuencia de '°Fn3. En particular, la secuencia de '°Fn3 humano se alineé con las
secuencias de fibronectinas procedentes de otras fuentes, asi como también con secuencias de proteinas relacionadas
(Figura 4), y los resultados de este alineamiento se cartografiaron sobre la estructura tridimensional del dominio '°Fn3
humano (Figura 5). Este alineamiento revel6 que la mayoria de los restos conservados se encuentran en el nicleo del
sandwich de ldminas beta, mientras que los restos muy variables estdn localizados a lo largo de los extremos de las
laminas beta, incluyendo los términos N y C, sobre las caras, accesibles al disolvente, de ambas ldminas beta, y sobre
los tres bucles accesibles al disolvente que sirven como los bucles hipervariables para la maduracién de afinidad del
mimético de anticuerpo. A la vista de estos resultados, es improbable que la aleatorizacién de estos tres bucles tenga
un efecto adverso sobre el plegamiento global o sobre la estabilidad del propio armazén de '°Fn3.

Para la secuencia de '°’Fn3 humano, este analisis indica que, como minimo, los aminoécidos 1-9, 44-50, 61-54, 82-
94 (bordes de las laminas beta); 19, 21, 30-46 (par), 79-65 (impar) (caras accesibles al disolvente de ambas laminas
beta); 21-31, 51-56, 76-88 (bucles accesibles al disolvente, de tipo CDR); y 14-16 y 36-45 (otros bucles accesibles al
disolvente y giros beta), se pueden aleatorizar para desarrollar proteinas de unién a compuestos nuevas o mejoradas.
Ademads, como se expone anteriormente, las alteraciones en las longitudes de uno o mas bucles expuestos al disolvente
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también se pueden incluir en tales métodos de evolucién directos. Como alternativa, también se pueden usar cambios
en las secuencias de la 1dmina 8 para desarrollar nuevas proteinas. Estas mutaciones cambian el andamiaje y de ese
modo alteran indirectamente la estructura o estructuras de los bucles. Si se acepta el enfoque, las mutaciones no
deberian saturar la secuencia, sino mds bien se deberian de introducir unas pocas mutaciones. Preferentemente, no se
deben de introducir, mediante este enfoque, mas de 10 cambios de aminoécidos, y, mas preferentemente, mas de 3
cambios de aminodcidos, a las secuencias de las 1dminas 3.

Fusiones de fibronectina

Los miméticos de anticuerpos descritos aqui se pueden fusionar a otros dominios proteinicos. Por ejemplo, estos
miméticos se pueden integrar con la respuesta inmunitaria humana fusionando la regién constante de una IgG (F.) con
un médulo '°Fn3, preferentemente a través del término C de '°Fn3. La F, en tal molécula de fusién de '°Fn3 activa el
componente de complemento de la respuesta inmunitaria, y aumenta el valor terapéutico del mimético de anticuerpo.
De forma similar, se puede usar una fusién entre '°Fn3 y una proteina de complemento, tal como Clg, para seleccionar
células como dianas, y se puede usar una fusién entre '°Fn3 y una toxina para destruir especificamente células que
posean un antigeno particular. Ademds, '°Fn3, en cualquier forma, se puede fusionar con albimina para aumentar
su semivida en el torrente sanguineo, y su penetracion en los tejidos. Cualquiera de estas fusiones se puede generar
mediante técnicas estdndares, por ejemplo mediante expresion de la proteina de fusidn a partir de un gen de fusién
recombinante construido usando secuencias génicas disponibles ptblicamente.

Multimeros del andamiaje de fibronectina

Ademas de los monémeros de fibronectina, cualquiera de los constructos de fibronectina descritos aqui se puede
generar como dimeros o multimeros de miméticos de anticuerpos a base de '°Fn3, como medio para incrementar la
valencia y de este modo la avidez de la unién al antigeno. Tales multimeros se pueden generar a través de unién co-
valente entre médulos de '°Fn3 individuales, por ejemplo imitando la unién al término C hasta N de *Fn3-°Fn3-'Fn3,
o imitando dimeros de anticuerpos que se mantienen juntos a través de sus regiones constantes. Se puede explotar
un constructo de '°Fn3 para disefiar dimeros del esquema general de '"Fn3-Fc::Fc-'Fn3. Los enlaces manipulados
mediante ingenieria en la interfaz de Fc::Fc pueden ser covalentes o no covalentes. Ademas, se pueden usar parejas
dimerizantes o multimerizantes distintas de Fc en hibridos de '°Fn3 para crear tales estructuras de 6rdenes superiores.

En ejemplos particulares, se pueden generar multimeros enlazados covalentemente construyendo genes de fusién
que codifican el multimero, o, como alternativa, manipulando codones para restos de cisteina en secuencias mono-
méricas, y permitiendo que se produzca la formacion de enlaces de disulfuro entre los productos de expresion. Los
multimeros enlazados no covalentemente también se pueden generar mediante una variedad de técnicas. Estas in-
cluyen la introduccién, en secuencias monoméricas, de codones que corresponden a los restos cargados positiva y/o
negativamente, y permitiendo que se produzcan interacciones entre estos restos en los productos de expresién (y por
lo tanto entre los mondmeros). Este enfoque se puede simplificar aprovechando la ventaja de los restos cargados pre-
sentes naturalmente en una subunidad mondmera, por ejemplo los restos cargados negativamente de fibronectina. Otro
medio para generar miméticos de anticuerpos enlazados no covalentemente es introducir, en el gen del monémero
(por ejemplo, en los términos amino o carboxi), las secuencias codificantes de proteinas o dominios proteinicos que
se sabe que interaccionan. Tales proteinas o dominios proteinicos incluyen motivos de espiral-espiral, motivos de cre-
mallera de leucina, y cualquiera de las numerosas subunidades proteinicas (o sus fragmentos) que se sabe que dirigen
la formacidén de dimeros o de multimeros de drdenes superiores.

Moléculas de tipo fibronectina

Aunque '°Fn3 representa un andamiaje preferido para la generaciéon de miméticos de anticuerpos, en las moléculas

descritas aqui se puede sustituir '’Fn3 por otras moléculas. Estas incluyen, sin limitacién, los médulos 'Fn3-°Fn3 y
""Fn3-""Fn3 de fibronectina humana, asi como médulos de Fn3 relacionados procedentes de animales no humanos
y de procariotas. Ademads, también se pueden usar médulos de Fn3 procedentes de otras proteinas con homologia de
secuencias con respecto a '’Fn3, tales como tenascinas e undulinas. Los médulos procedentes de diferentes organismos
y proteinas progenitoras pueden ser los mds apropiados para diferentes aplicaciones; por ejemplo, a la hora de disefiar
un mimético de anticuerpo, puede ser tremendamente deseable generar esa proteina a partir de una fibronectina o de
una molécula de tipo fibronectina que sea natural para el organismo para el que se pretende una molécula terapéutica
o de diagndstico.

Desarrollo dirigido de proteinas de union a base de andamiajes

Los miméticos de anticuerpos descritos aqui se pueden usar en cualquier técnica para desarrollar proteinas de
unién nuevas o mejoradas. En un ejemplo particular, la diana de unién se inmoviliza sobre un soporte sélido, tal como
una resina de columna o un pocillo de placa de microtitulacién, y la diana se pone en contacto con una libreria de
proteinas de unién candidatas a base de andamiajes. Tal libreria puede consistir en clones de '°Fn3 construidos a partir
del andamiaje de '°Fn3 de tipo natural, a través de la aleatorizacion de la secuencia y/o la longitud de los bucles de
tipo CDR de '°Fn3. Si se desea, esta librerfa puede ser una libreria de fusién de ARN-protefna generada, por ejemplo,
mediante las técnicas descritas en Szostak et al., documento WO 00/47775; Szostak et al., documento WO 98/31700;
y Roberts y Szostak, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1997) vol. 94, p. 12297-12302. Como alternativa, puede ser una
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libreria de ADN-proteina (por ejemplo, como la descrita en Lohse, DNA-Protein Fusions and Uses Thereof, U.S.S.N.
60/110.549, U.S.S.N. 09/459.190, y US 99/28472). La libreria de fusién se incuba con la diana inmovilizada, el soporte
se lava para eliminar los ligantes no especificos, y los ligantes mds fuertemente unidos se eluyen en condiciones muy
restrictivas, y se someten a PCR para recuperar la informacién de secuencia, o para crear una nueva libreria de ligantes
que se puede usar para repetir el proceso de seleccidén, con o sin mutagénesis posterior de la secuencia. Se puede
realizar un nimero de rondas de seleccion hasta que se obtengan ligantes de afinidad suficiente por el antigeno.

En un ejemplo particular, el andamiaje de '°Fn3 se puede usar como la diana de seleccién. Por ejemplo, si se re-
quiere una proteina que se una a una secuencia peptidica especifica presentada en un bucle de diez restos, se construye
un udnico clon de '°Fn3 en el que uno de sus bucles se ha ajustado a la longitud de diez y a la secuencia deseada. El
nuevo clon se expresa in vivo y se purifica, y después se inmoviliza sobre un soporte sélido. Después, se permite que
una libreria de fusién de ARN-proteina, a base de un andamiaje apropiado, interaccione con el soporte, el cual se lava
después, y las moléculas deseadas se eluyen y se vuelven a seleccionar como se describe anteriormente.

De forma similar, el andamiaje de '°Fn3 se puede usar para encontrar proteinas naturales que interactdan con la
secuencia peptidica presentada en el bucle de '°Fn3. La proteina de '°Fn3 se inmoviliza como se describe anteriormen-
te, y se identifica una librerfa de fusién de ARN-proteina para la bisqueda de ligantes para el bucle presentado. Los
ligantes se enriquecen a través de multiples rondas de seleccidn, y se identifican mediante secuenciaciéon de ADN.

Ademds, en los enfoques anteriores, aunque las librerias de ARN-proteina representan librerias ejemplares para
el desarrollo directo, en los métodos de seleccién de la invencidon se puede usar cualquier tipo de libreria a base de
andamiajes.

Uso

El mimético de anticuerpo descrito aqui se puede desarrollar para unirse a cualquier antigeno de interés. Estas pro-
tefnas tienen propiedades termodindmicas superiores a aquellas de los anticuerpos naturales, y se pueden desarrollar
rdpidamente in vitro. En consecuencia, estos miméticos de anticuerpos se pueden emplear en lugar de los anticuerpos
en todas las dreas en las que se usan los anticuerpos, incluyendo en los campos de investigacion, terapéutico y de
diagnéstico. Ademds, debido a que estos andamiajes presentan propiedades de solubilidad y estabilidad superiores
a los anticuerpos, los miméticos de anticuerpos descritos aqui también se pueden usar en condiciones que destrui-
rian o inactivarian moléculas de anticuerpos. Finalmente, debido a que los andamiajes de la presente invencion se
pueden desarrollar para unirse virtualmente a cualquier compuesto, estas moléculas proporcionan proteinas de unién
completamente nuevas que también encuentran uso en las dreas de investigacion, de diagndstico y terapéutica.

Resultados experimentales

Las moléculas de andamiajes experimentales descritas aqui se generaron y ensayaron, por ejemplo, en protocolos
de seleccidn, segtn lo siguiente.

Construccion de librerias

Se construy6 una libreria de complejos a partir de tres fragmentos, cada uno de los cuales contenia un drea alea-
torizada que corresponde a un bucle de tipo CDR. Los fragmentos se denominaron BC, DE y FG, basdndose en los
nombres de los bucles de tipo CDR-H contenidos en ellos; ademés de '°Fn3 y una secuencia aleatorizada, cada uno
de los fragmentos contenia tramos que codifican un dominio de Hiss N-terminal o una etiqueta de péptido FLAG C-
terminal. En cada unién entre dos fragmentos (es decir, entre los fragmentos BC y DE, o entre los fragmentos DE
y FG), cada fragmento de ADN contenia secuencias de reconocimiento para la endonucleasa de restriccién Earl de
tipo IIS. Esta enzima de restriccién permitié el corte y empalme junto de fragmentos adyacentes a la vez que elimina
todas las secuencias extrafias, que no son '°Fn3. También permite un mezclamiento de tipo recombinacién de los tres
fragmentos de '°Fn3 entre ciclos de mutagénesis y seleccion.

Cada fragmento se ensambl6 a partir de dos oligonucle6tidos que solapan, que primero se hibridaron, después se
extendieron para formar la forma de ADN bicatenario del fragmento. Los oligonucleétidos que se usaron para construir
y procesar los tres fragmentos se enumeran mas abajo; las especies “Top” y “Bot”, para cada fragmento, son los oli-
gonucledtidos que contenfan toda la secuencia codificante de 'Fn3. En estas denominaciones de los oligonucleétidos,
“N” indica A, T, Co G, y “S” indica C o G.

HfnLBCTop(His):
5- GG AAT TCC TAA TACGAC TCA CTATAG GGA CAATTACTA TTT ACA

ATT ACA ATG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GTT TCT GAT GTT CCG AGG
GAC CTG GAA GTT GTT GCT GCG ACC CCC ACC AGC-3'(SEQIDNO: 1)
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HfNLBCTop (un término N alternativo):
5- GG AAT TCCTAATACGAC TCA CTATAGGGA CAATTACTATIT ACA

ATT ACA ATG GTT TCT GAT GTT CCG AGG GAC CTG GAA GTT GTT GCT
GCG ACC CCC ACC AGC-3' (SEQ ID NO: 2)

HFnLBCBot-flag8:
5-AGC GGA TGC CTT GTC GTC GTC GTC CTT GTA GTC GCT CTIT CCC TGT

TTC TCC GTA AGT GAT CCT GTA ATA TCT (SNN)7 CCA GCT GAT CAG TAG
GCT GGT GGG GGT CGC AGC -3' (SEQ ID NO: 3)

HFnBC3'-flag8:

*AGC GGA TGC CTT GTC GTC GTC GTC CTT GTA GTC GCT CTT CCCTGT
TTC TCC GTA AGT GAT CC-3'(SEQ ID NO: 4)

HFnLDETop:

5'- GG AAT TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA
ATT ACA ATG CAT CAC CAT CAC CAT CAC CTC TTC ACA GGA GGA AAT
AGC CCT GTC C-3' (SEQ ID NO: 5)

HFnLDEBot-flag8:

"AGC GGA TGC CTT GTC GTC GTC GTC CTT GTA GTC GCT CTT CGT ATA
ATC AAC TCC AGG TTT AAG GCC GCT GAT GGT AGC TGT (SNN)4 AGG CAC
AGT GAA CTC CTG GAC AGG GCT ATT TCC TCC TGT -3' (SEQ ID NO: 6)

HFnDE3-flag8:

5-AGC GGA TGC CTT GTC GTC GTC GTC CTT GTA GTC GCT CTT CGT ATA
ATC AAC TCC AGG TTT AAG G-3' (SEQ ID NO: 7)

HFnNLFGTop:

5'. GG AAT TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA
ATT ACA ATG CAT CAC CAT CAC CAT CAC CTC TTC TAT ACC ATC ACT
GTG TAT GCT GTC-3' (SEQ ID NO: 8)
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HFnLFGBot-flag8:

.AGC GGA TGC CTT GTC GTC GTC GTC CTT GTA GTC TGT TCG GTA ATT
AAT GGA AAT TGG (SNN)10 AGT GAC AGC ATA CAC AGT GAT GGT ATA -3'
(SEQ 1D NO: 9)

HFnFG3'-glag8:

"-AGC GGA TGC CTT GTC GTC GTC GTC CTT GTA GTC TGT TCG GTA ATT
AAT GGA AAT TGG -3' (SEQ ID NO: 10)

T7TMV (introduce el promotor T7 y la regién no traducida TMV necesarios para la traduccion in vitro):

5'- GCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTATIT ACA
ATT ACA-3' (SEQIDNO: 11)

ASAflag8:
5-AGC GGA TGC CTT GTC GTC GTC GTC CTT GTA GTC-3' (SEC ID n°: 12)

Unispl-s (oligonucledtido de tablilla usado para ligar ARNm al ligador que contiene puromicina, descrito por
Roberts et al., 1997, mas arriba):

S-TTTTTTTTTNAGCGCATCC-3' (SEC ID n°: 13)
A 18---2PEG (ligador de ADN-puromicina):
5'-(AY18(PEG)2CCPur (SEC ID n°: 14)

Los pares de oligonucleétidos (500 pmoles de cada uno) se hibridaron en 100 ul de 10 mM de Tris 7,5, 50 mM
de NaCl durante 10 minutos a 85°C, seguido de un enfriamiento lento (0,5-1 hora) a temperatura ambiente. Los
fragmentos hibridados con salientes monocatenarios se extendieron entonces usando 100 U de Klenow (New England
Biolabs, Beverly, MA) por cada alicuota de 100 ul de oligos hibridados, y el tampdn estaba hecho de 838,5 ul de H,O,
9ulde 1 Mde Tris 7,5, 5 ul de 1 M de MgCl,, 20 ul de 10 mM de dNTP, y 7,5 ul de 1M de DTT. Las reacciones de
extension transcurrieron durante 1 hora a 25°C.

A continuacioén, cada uno de los fragmentos de ADN bicatenario se transformé en una fusién de ARN-proteina
usando la técnica desarrollada por Szostak et al., documento WO 00/47775, Szostak et al., documento WO 98/31700,
y Roberts y Szostak, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1997) vol. 94, p. 12297-12302. De forma resumida, los fragmentos
se transcribieron usando un kit de transcripcién in vitro Ambion, MEGAshortscript (Ambion, Austin, TX), y la fu-
sién resultante de ARNm-ADN-puromicina-proteina se purificé usando Oligo (dT) celulosa, y se sintetizé una hebra
de ADN complementaria usando transcriptasa inversa y los cebadores de RT descritos anteriormente (Unisplint-S o
flagASA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

La fusién de ARN-proteina obtenida para cada fragmento se purificé después sobre la resina apropiada a su etiqueta
de purificacion peptidica, es decir, sobre Ni-NTA agarosa para la etiqueta de His, y M2 agarosa para la etiqueta de
FLAG, siguiendo el procedimiento recomendado por el fabricante. E1 componente de ADNc de las fusiones de ARN-
proteina que se unen a la etiqueta se amplificé mediante PCR usando perlas de PCR Ready-to-Go de Pharmacia, 10
pmoles de cebadores de PCR 5’ y 3°, y el siguiente programa de PCR (Pharmacia, Piscataway, NJ): Etapa 1: 95°C
durante 3 minutos; Etapa 2: 95°C durante 30 segundos, 58/62°C durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto, 20/25/30
ciclos, segun se requiera; Etapa 3: 72°C durante 5 minutos; Etapa 4: 4°C hasta el final.
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El ADN amplificado resultante se escindié mediante 5 U de Earl (New England Biolabs) por 1 ug de ADN; la
reaccion tuvo lugar en tampén de ADN ligasa de T4 (New England Biolabs) a 37°C durante 1 hora, y le siguié una
incubacién a 70°C durante 15 minutos para inactivar Earl. Se combinaron cantidades iguales de los fragmentos de
ADN BC, DE y FG, y se ligaron para formar un gen de '°Fn3 de longitud total con bucles aleatorizados. La ligacién
requirié 10 U de Earl reciente (New England Biolabs) y 20 U de T4 ADN ligasa (Promega, Madison, WI), y tom¢ 1
hora a 37°C.

Se obtuvieron tres librerias diferentes de la manera descrita anteriormente. Cada una contenia la forma del bucle
FG con 10 restos aleatorizados. Los bucles BC y DE de la primera librerfa tenfan la secuencia de '’Fn3 de tipo natural;
un bucle BC con 7 restos aleatorizados y un bucle DE de tipo natural formaron la segunda libreria; y un bucle BC con
7 restos aleatorizados y un bucle DE con 4 restos aleatorizados formaron la tercera librerfa. La complejidad del bucle
FG en cada una de estas tres librerias fue 10'%; los otros dos bucles aleatorizados proporcionaron el potencial para que
una complejidad demasiado grande fuese muestreada en un laboratorio.

Las tres librerias construidas se combinaron en una librerfa maestra a fin de simplificar el proceso de seleccidn;
se esperaba que la propia unién a la diana seleccionase la libreria mas adecuada para una exposicién particular. Las
fusiones de ARN-proteina se obtuvieron a partir de la libreria maestra siguiendo el procedimiento general descrito en
Szostak et al., documento WO 00/47775 Szostak et al., documento WO 98/31700; y Roberts y Szostak, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1997) vol. 94, p. 12297-12302 (Figura 8).

Selecciones de las fusiones

La libreria maestra en forma de fusiéon de ARN-proteina se someti6 a seleccion para la unién a TNF-a. Se emplea-
ron dos protocolos: uno en el que la diana se inmovilizé sobre una columna de agarosa, y uno en el que la diana se
inmovilizé sobre un chip BIACORE. En primer lugar, una intensa optimizacién de las condiciones para minimizar los
ligantes de fondo de la columna de agarosa produjo las condiciones favorables del tampén de 50 mM de HEPES pH
7.4, 0,02% de Triton, 100 ug/ml de ADN de esperma de salmén cizallado. En este tamp6n, la unién no especifica de
la fusién de ARN de '°Fn3 a TNF-a Sefarosa fue 0,3%. El fondo de unién no especifica de la ARN-ADN de ''Fn3 a
TNF-a Sefarosa fue de 0,1%. Durante cada ronda de seleccidn sobre TNF-a Sefarosa, se preincub6 en primer lugar la
librerfa Profusion™ durante una hora con Sefarosa no derivatizada, para eliminar cualesquiera ligantes no especificos
que queden; el resultado del paso de caudal de este preaclaramiento se incubé durante otra hora con TNF-a Sefarosa.

Durante cada ronda de seleccién sobre TNF-a Sefarosa, la libreria de fusién de ARN-proteina se preincub6 en
primer lugar durante una hora con Sefarosa no derivatizada, para eliminar cualesquiera ligantes no especificos que
queden. El resultado del paso de flujo a partir de este preaclaramiento se incub6 durante otra hora con TNF-a Sefarosa.
La TNF-« Sefarosa se lavé durante 3-30 minutos.

Después de cada seleccion, el ADNc procedente de la fusién de ARN-proteina que se habia eluido a partir del
soporte sélido con 0,3 M de NaOH o 0,1 M de KOH se amplificé mediante PCR; una banda de ADN del tamafio
esperado persistié a través de multiples rondas de seleccion (Figura 9); se observaron resultados similares en los dos
protocolos de seleccién alternativos, y, en la Figura 9, s6lo se muestran los datos procedentes de la seleccién en la
columna de agarosa.

En las primeras siete rondas, la unién de las fusiones de ARN-proteina de la librerfa a la diana permanecieron
bajas; por el contrario, cuando la proteina libre se tradujo a partir de conjuntos de ADN en diferentes etapas de la
seleccidn, la proporcién de la especie de unién en la columna aumenté significativamente entre rondas (Figura 10). Se
pueden llevar a cabo selecciones similares con cualquier otra diana de especie de unién (por ejemplo, IL-1 e IL-3).

Estudios con animales

'Fn3 de tipo natural contiene un motivo tripeptidico de unién a integrina, arginina 78-glicina 79-aspartato 80
(el motivo “RGD”) en la punta del bucle FG. A fin de evitar la unién a la integrina y una respuesta inflamatoria
potencial basada en este tripéptido in vivo, se gener6 una forma mutante de '°Fn3 que contenia una secuencia inerte,
serina 78-glicina 79-glutamato 80 (el “mutante SGE”), una secuencia que se encontrd en el dominio "Fn3 de tipo
natural, estrechamente relacionado. Este mutante SGE se expres6 como una proteina libre, marcada con Hiss N-
terminalmente, en E. coli, y se purific hasta homogeneidad sobre una columna de quelato metélico, seguido de una
columna de exclusién por tamafios.

En particular, la secuencia de ADN que codifica Hise-'°Fn3(SGE) se cloné en el vector de expresion pET9a, y se
transformé en células BL21 DE3 pLysS. El cultivo se hizo crecer entonces en caldo LB que contiene 50 ug/ml de
canamicina a 37°C, con agitacion, hasta Ass = 1,0, y después se indujo con 0,4 mM de IPTG. El cultivo inducido se
incubd adicionalmente, en las mismas condiciones, toda la noche (14-18 horas); las bacterias se recuperaron mediante
centrifugacion estdndar, a baja velocidad. El pelete celular se resuspendié en 1/50 del volumen de cultivo original de
tampodn de lisis (50 mM de Tris 8,0, 0,5 M de NaCl, 5% de glicerol, 0,05% de Triton X-100, y 1 mM de PMSF), y
las células se lisaron haciendo pasar la pasta resultante a través de un microfluidizador M110-EH de Microfluidics
Corporation, tres veces. El lisado se aclaré mediante centrifugacion, y el sobrenadante se filtré a través de un filtro
de 0,45 um, seguido de la filtracion a través de un filtro de 0,2 um. Se cargaron 100 ml del lisado aclarado sobre una
columna de cobalto Talon de 5 ml (Clontech, Palo Alto, CA), lavada con 70 ml de tampén de lisis, y se eluy6 con
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un gradiente lineal de 0-30 mM de imidazol en tampén de lisis. El caudal a través de la columna durante todas las
etapas fue de 1 ml/min. La proteina eluida se concentré 10 veces mediante didlisis (corte de MW = 3.500) frente a
15.000-20.000 PEG. La muestra resultante se dializé en tamp6n 1 (tampdn de lisis sin glicerol), después se cargd, 5
ml cada vez, sobre una columna de exclusién por tamafios de 16 x 60 mm Sephacryl 100, equilibrada en tampén 1.
La columna oper6 a 0,8 ml/min., en tampén 1; se reunieron todas las fracciones que contenian una proteina del peso
molecular MW esperado, se concentraron 10X como se describe anteriormente, y después se dializaron en PBS. Se
acopl6 toxicon (MA) para realizar identificaciones de endotoxinas y estudios con animales sobre la muestra resultante.

En estos estudios con animales, los niveles de endotoxina en las muestras examinadas hasta la fecha han estado
por debajo del nivel de deteccion del ensayo. En un estudio toxicolégico preliminar, se inyectd esta proteina en dos
ratones a la dosis terapéutica estimada 100X de 2,6 mg/ratén. Los animales sobrevivieron las dos semanas del estudio
sin efectos de enfermedad aparentes. Estos resultados sugieren que '°Fn3 se puede incorporar de forma segura en un
farmaco IV.

Constructos alternativos para uso in vivo

Para prolongar la semivida del dominio de '°Fn3 de 8 kD, también se ha construido una molécula mds grande
que imita a los anticuerpos naturales. Esta molécula de '°Fn3-F, contiene los dominios -CH,-CH,-CHj; (Figura 11) o
-CH,-CH; de la regién constante de 1gG del hospedante; en estos constructos, el dominio de '°Fn3 se injerta sobre
el término N en lugar del dominio de Vy de IgG (Figuras 11 y 12). Es de esperar que tales constructos de tipo
anticuerpo mejoren la farmacocinética de la proteina, asi como su capacidad para aprovechar la respuesta inmunitaria
natural.

A fin de construir la forma murina del clon de '°Fn3-CH,-CH,-CH3, primero se amplificé la regién -CH,-CH,-CH;
de una libreria de ADNc de higado y bazo de ratén (Clontech), y después se ligd en el vector pET25b. Los cebadores
usados en la clonacién fueron 5° Fc Nest y 3’ 5 Fc Nest, y los cebadores usados para injertar los sitios de restriccién
apropiados sobre los extremos del inserto recuperado fueron 5° FC HIIl y 3’ FC Nhe:

5’FcNest5” GCG GCA GGG TTT GCT TAC TGG GGC CAA GGG 3’ (SEC ID n°: 15);
3’ FcNest5” GGG AGG GGT GGA GGT AGG TCA CAG TCC 3’ (SEC ID n°: 16);
3’ FcNhe 5 TTT GCT AGC TTT ACC AGG AGA GTG GGA GGC 3’ (SECIDn®: 17);y

5’FcHII5S AAA AAG CTT GCC AAA ACG ACA CCC CCA TCT GTC 3’ (SECID n®: 18).

Se us6 una PCR adicional para eliminar la regién CH; de este clon, y crear la parte Fc del clon '°Fn3-CH,-CH,
mds corto. La secuencia codificante de 'Fn3 se corta y empalma sobre el extremo 5” de cada clon; se puede usar el
'Fn3 de tipo natural clonado a partir de la misma libreria de ADNc de bazo de ratén, o un '°Fn3 modificado, obtenido
mediante mutagénesis o aleatorizacion de las moléculas. Los oligonucledtidos usados en la clonacién del '°Fn3 murino
de tipo natural fueron:

Mo5PCR-Ndel

5’ CATATGGTTTCTGATATTCCGAGAGATCTGGAG 3’ (SECID n°: 19);

Mo5PCR-His-Ndel (para un término N alternativo con la etiqueta de purificacion His)
5" CAT ATG CAT CAC CAT CAC CAT CAG GTT TCT GAT ATT CCG AGA G 3’ (SECID n®: 20);y
Mo3PCR-EcoRI

5" GAATTCCTATGTTTTATAATTGATGGAAAC 3’ (SECID n®: 21).

Los equivalentes humanos de los clones se construyeron usando la misma estrategia con secuencias oligonucleoti-
dicas humanas.

Andamiajes de "°Fn3 en aplicaciones de chips proteinicos

La adecuabilidad del andamiaje de '°Fn3 para aplicaciones de chips protefnicos es la consecuencia de (1) su
capacidad para soportar muchas funciones de unién que se pueden seleccionar rdpidamente en la mesa de trabajo o en
una instalacién automatizada, y (2) sus propiedades biofisicas superiores.

Las propiedades de unién versdtiles de '°Fn3 son una funcién de los bucles presentados por el plegamiento de
sdndwich beta de tipo inmunoglobulinico de '°Fn3. Como se explica anteriormente, estos bucles son similares a las
regiones determinantes de la complementariedad de los dominios variables de anticuerpos, y pueden cooperar de forma
similar a aquellos bucles de anticuerpos a fin de unirse a antigenos. En el sistema de la presente, los bucles de '°Fn3 BC
(restos 21-30), DE (restos 51-56), y FG (restos 76-87), se aleatorizan en secuencia, en longitud, o tanto en secuencia
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como en longitud, a fin de generar diversas librerias de fusiones de ARNm-'"Fn3. Los ligantes en tales librerias se
enriquecen entonces basdndose en su afinidad por una diana inmovilizada o marcada, hasta que se genera una pequeiia
poblacion de ligantes de alta afinidad. También se pueden emplear una PCR y recombinacién con tendencia al error
para facilitar la maduracién por afinidad de los ligantes seleccionados. Debido a los protocolos de seleccién y de
maduracién por afinidad rdpidos y eficaces, se pueden seleccionar en un corto periodo de tiempo ligantes para un gran
nimero de dianas.

Como un andamiaje para ligantes a ser inmovilizados sobre chips proteinicos, el dominio de '°Fn3 tiene la ventaja,
con respecto a los fragmentos de anticuerpos y anticuerpos monocatenarios, de ser mas pequefio y mas facil de mani-
pular. Por ejemplo, a diferencia de los andamiajes monocatenarios o de los dominios variables aislados de anticuerpos,
que pueden variar ampliamente en su estabilidad y solubilidad, y que requieren un entorno oxidante para conservar
sus enlaces de disulfuro estructuralmente esenciales, '°Fn3 es extremadamente estable, con una temperatura de fusién
de 110°C, y una solubilidad a una concentracién > 16 mg/ml. El andamiaje de '°Fn3 también no contiene disulfuros
ni cisteinas libres; en consecuencia, es insensible al potencial redox de su entorno. Una ventaja adicional de '°Fn3 es
que sus bucles de unién a antigeno y su término N estdn en el extremo del sindwich de beta, opuesto al término C; de
este modo, la unién de un andamiaje de '°Fn3 a un chip mediante su término C alinea los bucles de unién a antigenos,
permitiendo su accesibilidad mds elevada a la disolucién que se ensaya. Puesto que 'Fn3 es un dominio tnico de s6lo
94 restos de aminodcidos, también es posible inmovilizarlo sobre una superficie de chip a una densidad mayor que la
usada para anticuerpos monocatenarios, con sus aproximadamente 250 restos. Ademds, la hidrofilia del andamiaje de
1Fn3, que se refleja en la elevada solubilidad de su dominio, conduce a una unién de fondo de '’Fn3 menor que la
media a una superficie de un chip.

La estabilidad del andamiaje de '°Fn3 asf como su adecuabilidad para la informacién de libreria y seleccion de
ligantes es probable que sean compartidas por una gran clase de tipo Fn3 de dominios proteinicos con un plegamiento
de tipo inmunoglobulinico, tales como los dominios de tenascina, N-cadherina, E-cadherina, ICAM, titina, GCSF-
R, receptor de citoquina, inhibidor de glicosidasa, y cromoproteina antibidtica. Las caracteristicas claves compartidas
por todos los citados dominios son un armazén estable proporcionado por dos ldminas beta, que estin empaquetadas
una contra la otra y que estdn conectadas mediante por lo menos tres bucles accesibles a disolvente, por borde de la
lamina; tales bucles se pueden aleatorizar para generar una libreria de ligantes potenciales sin interrumpir la estructura
del armazén (como se describe anteriormente).

Inmovilizacion de ligantes de armazones de fibronectina (ligantes de Fn)

Para inmovilizar ligantes de Fn a una superficie de un chip, se puede utilizar un nimero de técnicas ejemplares. Por
ejemplo, los ligantes de Fn se pueden inmovilizar como fusiones de ARN-proteina mediante hibridacién de Watson-
Crick del resto de ARN de la fusién a un ADN complementario base inmovilizado sobre la superficie del chip (como se
describe, por ejemplo, en Addressable Protein Arrays, documentos U.S.S.N. 60/080.686; U.S.S.N. 09/282.734; y WO
99/51773). Como alternativa, los ligantes de Fn se pueden inmovilizar como proteinas libres directamente sobre una
superficie de un chip. Para la deposicién de los ligantes de Fn sobre la superficie del chip, se pueden usar dispositivos
manuales asi como también robéticos. Se pueden usar robots que depositan puntos, para la deposicién de ligantes
de Fn con una densidad elevada en un formato de disposicion en conjunto (por ejemplo, mediante el método de of
Lueking et al., Anal Biochem., 15 de mayo 1999; 270(1):103-11). También se pueden utilizar diferentes métodos para
anclar el ligante de Fn sobre la superficie del chip. Se puede usar un nimero de procedimientos de inmovilizacién
estandares, incluyendo los descritos en Methods in Enzymology (K. Mosbach y B. Danielsson, eds.), volimenes 135
y 136, Academic Press, Orlando, Florida, 1987; Nilsson et al., Protein Expr. Purif. octubre de 1997; 11(1):1-16; y las
referencias alli. La inmovilizacién orientada de ligantes de Fn puede ayudar a incrementar la capacidad de unién de
los ligantes de Fn unidos a chips. Los enfoques ejemplares para lograr el acoplamiento orientado se describen en Lu
et al., The Analyst (1996), vol. 121, p. 29R-32R; y Turkova, J Chromatogr B Biomed Sci App. 5 de febrero de 1999;
722(1-2):11-31. Ademas, también se puede aplicar cualquiera de los métodos descritos aqui para anclar ligantes de Fn
a superficies de chip a la inmovilizacién de ligantes de Fn sobre perlas, o sobre otros soportes.

Captura y deteccion de la proteina diana

Se pueden usar poblaciones seleccionadas de ligantes de Fn para la deteccidn y/o cuantificacion de dianas de anali-
tos, por ejemplo en muestras tales como muestras bioldgicas. Para llevar a cabo este tipo de ensayo de diagndstico, se
inmovilizan ligantes de Fn seleccionados, para dianas de interés, sobre un soporte apropiado para formar chips protei-
nicos de multiples caracteristicas. A continuacidn, se aplica una muestra al chip, y se identifican los componentes de la
muestra que se asocian con los ligantes de Fn basdndose en la especificidad por la diana de los ligantes inmovilizados.
Usando esta técnica, se pueden identificar o cuantificar simultineamente uno o mas componentes en una muestra (por
ejemplo, con un medio para llevar a cabo un perfil de la muestra).

Los métodos de deteccion de diana permiten medir los niveles de dianas proteinicas unidas, e incluyen, sin limi-
tacion, radiografia, barrido de fluorescencia, espectroscopia de masas (MS), y resonancia plasmdnica de superficie
(SPR). La autorradiografia, que usa un sistema de formacioén de fosforoimagenes (Molecular Dynamics, Sunnyvale,
CA), se puede usar para la deteccién y cuantificacion de la proteina diana que se ha marcado radioactivamente, por
ejemplo usando ¥*S-metionina. El barrido de fluorescencia, usando un escéner ldser (véase mas abajo), se puede usar
para la deteccion y cuantificacién de dianas marcadas fluorescentemente. Como alternativa, el barrido de fluorescencia
se puede usar para la deteccion de ligandos marcados fluorescentemente que se unen ellos mismos a la proteina diana
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(por ejemplo, anticuerpos especificos de dianas marcados fluorescentemente, o estreptavidina marcada fluorescente-
mente que se une a la biotina diana, como se describe més abajo).

Se puede usar la espectroscopia de masas para detectar e identificar dianas unidas basdndose en su masa molecular.
La desorcidon de la proteina diana unida se puede lograr con asistencia mediante l4ser directamente a partir de la super-
ficie del chip, como se describe mds abajo. La deteccion de las masas también permite determinaciones, basandose en
la masa molecular, de modificaciones de la diana, incluyendo modificaciones post-traduccionales como la fosforila-
cion o glicosilacion. La resonancia plasmoénica de superficie se puede usar para la cuantificacién de dianas proteinicas
unidas, en la que el o los ligantes de Fn se inmovilizan sobre una superficie de oro adecuada (por ejemplo, como se
obtiene de Biacore, Suecia).

A continuacién se describen esquemas ejemplares para seleccionar ligandos de Fn (en este caso, ligandos de Fn
especificos para la proteina, TNF-a), y el uso de esas poblaciones seleccionadas para la deteccion sobre chips. Este
ejemplo se proporciona con fines ilustrativos de la invencion, y no se debe de interpretar como limitante.

Seleccion de ligantes de TNF-a basdndose en andamiajes de '°Fn3

En un uso ejemplar para la seleccién de andamiajes de fibronectina sobre chips, se realiz6 una seleccién basada en
1Fn3 frente a TNF-a, usando una libreria de variantes de '°Fn3 humanas con bucles aleatorizados BC, DE, y FG. La
libreria se construyd a partir de tres fragmentos de ADN, cada uno de los cuales contenia secuencias nucleotidicas que
codificaban aproximadamente un tercio de '°Fn3 humano, incluyendo uno de los bucles aleatorizados. Las secuencias
de ADN que codificaron los restos del bucle enumerados anteriormente se reconstruyeron mediante sintesis oligonu-
cleotidica, de forma que los codones para los restos de interés se sustituyeron por (NNS),, en el que N representa
cualquiera de los cuatro desoxirribonucleétidos (A, C, G o T), y S representa C o G. El término C de cada fragmento
contenia la secuencia para la etiqueta de purificacién FLAG.

Una vez extendido mediante Klenow, cada fragmento de ADN se transcribid, y el transcrito se 1igé a un ligador de
ADN que contiene puromicina, y se tradujo in vitro, como se describe por Szostak et al. (Roberts y Szostak, Proc. Natl.
Acad. Sci USA 94:12297, 1997; Szostak et al., documento WO 00/47775; Szostak et al., documento WO 98/31700),
para generar una fusién de ARNm-péptido, que entonces se transcribié de forma inversa en una fusién de ADN-
ARNm-péptido. La unién del péptido etiquetado con FLAG a agarosa M2 separé moléculas de fusién de longitud
total de aquellas que contienen desplazamientos del marco o codones de parada superfluos; el ADN asociado con la
fusién de longitud completa purificada se amplificé mediante PCR, después los tres fragmentos de ADN se cortaron
mediante endonucleasa de restriccion Ear I, y se ligaron para formar el molde de longitud completa. El molde se
transcribid, y el transcrito se ligd a ligadores de ADN que contienen puromicina, y se tradujo para generar una libreria
de fusion de '°Fn3-ARN-proteina, que entonces se transcribié de forma inversa para producir la libreria de fusién de
ADN-ARNm-péptido, que se usé subsiguientemente en la seleccion.

La seleccién de ligantes de TNF-a tuvo lugar en 50 mM de HEPES, pH 7.4, 0,02% de Triton-X, 0,1 mg/ml de
ADN de esperma de salmén. La libreria de fusién de ARN-proteina se incubé con TNF-a inmovilizado sobre Sefarosa;
después de lavar, el ADN asociado con los ligantes mds fuertemente unidos se eluyé con 0,1 M de KOH, se amplificé
mediante PCR, se transcribid, y el transcrito se ligd, se tradujo y se transcribié de forma inversa en el material de
partida para la siguiente ronda de seleccion.

Se realizaron diez rondas de tal seleccién (como se muestra en la Figura 13); dieron como resultado un conjunto
de fusiéon de ARN-proteina que se une a TNF-a-Sefarosa con el Kd medio aparente de 120 nM. Los componentes
clonales especificos del conjunto que se caracterizaron mostraron una unién a TNF-a en el intervalo de 50-500 nM.

Inmovilizacion del ligante de Fn, captura de la proteina diana, y deteccion mediante MALDI-TOF

Como una primera etapa para la inmovilizacién de los ligantes de Fn a una superficie de un chip, se preparé
una sonda de captura oligonucleotidica con un sintetizador de ADN automatizado (PE BioSystems Expedite 8909),
usando el enfoque de fosforamidito en un soporte sélido. Todos los reactivos se obtuvieron de Glen Research. La
sintesis se inici6 con un soporte s6lido que contiene un enlace de disulfuro para proporcionar eventualmente una
funcionalidad tidlica 3’-terminal. Los primeros cuatro monémeros a afiadir fueron unidades de 6xido de hexaetileno,
seguido de 20 mondmeros T. El grupo DMT 5’-terminal no se elimind. La sonda de captura se escindié del soporte
solido, y se desprotegié con hidréxido de amonio, se concentrd hasta sequedad en una centrifuga de vacio, y se
purificé mediante HPLC de fase inversa usando un gradiente de acetonitrilo en tampoén de acetato de trietilamonio. Se
recogieron fracciones apropiadas a partir de la HPLC, se evaporaron hasta sequedad en una centrifuga de vacio, y el
grupo DMT 5’-terminal se eliminé mediante tratamiento con 80% de AcOH durante 30 minutos. El 4cido se elimind
por evaporacidn, y el oligonucleétido se trat6 entonces con 100 mM de DTT durante 30 minutos, para romper el enlace
de disulfuro. El DTT se eliminé mediante extraccion repetida con EtOAc. El oligonucledtido se precipité mediante
etanol a partir de la capa acuosa que queda, y se comprob6 su pureza mediante HPLC de fase inversa.

La sonda de captura 3’-tidlica se ajust6 hasta 250 uM en tampén 1X PBS desgasificado, y se aplicé como una
gotita tnica (75 ul) a un chip revestido con oro de 9 x 9 mm (Biacore) en una cdmara inundada de argén que contiene
una pequefia cantidad de agua. Después de 18 horas a temperatura ambiente, la disolucién de la sonda de captura
se elimind, y el chip funcionalizado se lavé con 50 ml de tampé6n 1X PBS (2 x durante 15 minutos cada vez) con
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agitacion suave, y después se aclaré con 50 ml de agua (2 x durante 15 minutos cada vez) de la misma manera. El
liquido que queda se elimind con cuidado, y los chips funcionalizados se usaron inmediatamente, o se almacenaron a
4°C en argén.

Se traté aproximadamente 1 pmol de conjunto de fusién de '°Fn3 procedente de la décima ronda de seleccién
de TNF-a (anteriormente) con ARNasa A durante varias horas, se ajustd hasta 5X SSC en 70 ul, y se aplic6 a un
chip de oro funcionalizado procedente de lo anterior, como una tnica gotita. Se usé un dispositivo de cesto de 50
ul de volumen para cerrar herméticamente la mezcla de fusién con el chip funcionalizado, y el aparato se hizo girar
de forma continua a 4°C. Después de 18 horas, el aparato se abrid, el chip de oro se lavd con 50 ml de 5X SSC
durante 10 minutos, con agitacién suave. El exceso de liquido se eliminé con cuidado de la superficie del chip, y el
chip se pasivé con una disolucién de bloqueo (1X TBS + 0,02% de Tween-20 + 0,25% de BSA) durante 10 minutos
a 4°C. El exceso de liquido se eliminé con cuidado, y la disolucién que contiene 500 ug/ml de TNF-a en la misma
disolucidén de bloqueo de la composicion se aplicé al chip como una dnica gotita, y se incubd a 4°C durante dos horas
con mezclamiento ocasional de la gotita via Pipetman. Después de la eliminacién de la disolucién de union, el chip
se lavé durante 5 minutos a 4°C con agitacién suave (50 ml de 1X TBS + 0,02% de Tween-20), y entonces se sec6 a
temperatura ambiente. Se prepar6 un segundo chip exactamente como se describe anteriormente, excepto que no se
afiadi6 la fusion a la mezcla de hibridacion.

Después, se aplicé uniformemente una matriz de MALDI-TOF (15 mg/ml de 4acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicina-
mico en 1:1 de etanol/10% de acido férmico en agua) a los chips de oro, con un robot de 3 ejes de alta precisién
(MicroGrid, BioRobotics). Se usé una herramienta de 16 pdas para transferir la matriz desde una placa de microtitu-
lacién de 384 pocillos a los chips, produciendo caracteristicas de didmetro de 200 micrémetros con un campo de 600
micrémetros. Los ajustes del instrumento del espectrometro de masas mediante MALDI-TOF (Voyager DE, PerSep-
tive Biosystems) fueron los siguientes: voltaje acelerador = 25 k, voltaje de la cuadricula = 92%, voltaje del alambre
guia = 0,05%, retraso = 200 on, potencia del laser = 2400, puerta de masa baja = 1500, iones negativos = apagado.
Los chips de oro se colocaron individualmente en una etapa de muestra de MALDI modificada para mantener el nivel
del chip igual al nivel de la etapa, permitiendo de este modo la distancia apropiada de vuelo. Se usaron el monitor de
video del instrumento y el sistema de control de movimiento para dirigir el haz de laser a caracteristicas individuales
de la matriz.

Las Figuras 14 y 15 muestran los espectros de masas del chip de fusion de '°Fn3 y el chip de no fusidn, respectiva-
mente. En cada caso, se analizé un nimero pequefio de caracteristicas de 200 micrémetros para recoger los espectros,
pero la Figura 15 requirid significativamente mas adquisiciones. La sefial a 17,5 kDa corresponde al monémero de
TNF-a.

Inmovilizacion del ligante de Fn, captura de la proteina diana, y deteccion mediante fluorescencia

Se trataron portaobjetos de microscopio de vidrio, previamente limpios, de 1 x 3 pulgadas (2,54 x 7,66 cm) (Gold-
seal, #3010) con Nanostrip (Cyantek) durante 15 minutos, con NaOH acuoso al 10% a 70°C durante 3 minutos, y
con HCl acuoso al 1% durante 1 minuto, y se aclararon a conciencia con agua desionizada después de cada reactivo.
Los portaobjetos se secaron entonces en un secador de vacio sobre sulfato de calcio anhidro durante varias horas.
Se prepar6 una disolucién al 1% de aminopropiltrimetoxisilano en 95% de acetona/5% de agua, y se dejé hidrolizar
durante 5 minutos. Los portaobjetos de vidrio se sumergieron en la disolucién sildnica hidrolizada durante 5 minutos,
con agitacién suave. El exceso de silano se eliminé sometiendo los portaobjetos a diez lavados de 5 minutos, usando
porciones recientes de 95% de acetona/5% de agua para cada lavado, con agitacion suave. Los portaobjetos se curaron
entonces calentando a 110°C durante 20 minutos. Los portaobjetos tratados con silano se sumergieron en una disolu-
cién al 0-2%, recientemente preparada, de 1,4-diisotiocianato de fenileno en 90% de DMF/10% de piridina, durante
dos horas, con agitacién suave. Los portaobjetos se lavaron secuencialmente con 90% de DMF/10% de piridina, con
metanol y con acetona. Después de secar al aire, los portaobjetos funcionalizados se almacenaron a 0°C en un secador
a vacio sobre sulfato de calcio anhidro. Se obtuvieron resultados similares con portaobjetos comerciales reactivos con
aminas (3-D Link, Surmodics).

Se prepararon sondas de captura oligonucleotidicas con un sintetizador de ADN automatizado (PE BioSystems
Expedite 8909), usando la quimica de fosforamidito convencional. Todos los reactivos provenian de Glen Research. La
sintesis se inicié con un soporte s6lido que contiene una funcionalidad amino protegida ortogonalmente, con lo que la
amina 3’-terminal no estd enmascarada hasta la etapa de desproteccion final. Los primeros cuatro monémeros a afiadir
fueron unidades de 6xido de hexaetileno, seguido de los monémeros A, G, Cy T estandares. Todas las oligosecuencias
de captura se escindieron del soporte sdlido y se desprotegieron con hidréxido de amonio, se concentraron hasta
sequedad, se hicieron precipitar en etanol, y se purificaron mediante HPLC de fase inversa usando un gradiente de
acetonitrilo en tampdn de acetato de trietilamonio. Se recogieron fracciones apropiadas procedentes de la HPLC, se
evaporaron hasta sequedad en una centrifuga de vacio, y después se coevaporaron con una porcién de agua. Los oligos
de captura purificados, marcados con amina, se ajustaron hasta una concentracién de 250 uM en 50 mM de tamp6n
de carbonato de sodio (pH 9,0) que contiene 10% de glicerol. Las sondas se colocaron como manchas sobre una
superficie de vidrio reactiva con amina, en posiciones definidas en un patrén de disposicién 5 x 5 x 6, con un robot
de 3 ejes (MicroGrid, BioRobotics). Se usé una herramienta con 16 agujas para transferir el liquido desde las placas
de microtitulacién de 384 pocillos, produciendo caracteristicas de 200 micrémetros con un nivel de 600 micrémetros.
Cada subcuadricula de 24 caracteristicas representa una unica sonda de captura (es decir, 24 puntos duplicados).
La disposicién del conjunto se incub6 a temperatura ambiente en un entorno saturado de humedad, durante 12-18
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horas. La reaccién de adhesion se terminé sumergiendo los chips en hidréxido aménico acuoso al 2%, durante cinco
minutos, con agitacion suave, seguido del aclarado con agua destilada (3X durante 5 minutos cada vez). La disposicién
del conjunto se empap6 finalmente en disolucién 10X PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente, y después se
aclar6é nuevamente durante 5 minutos en agua destilada.

Se identificaron las secuencias especificas y termodindmicamente isoenergéticas a lo largo del ARNm de °Fn3,
para que sirvan como puntos de captura para el autoensamblaje y el anclaje de la proteina de '°Fn3. El programa de
ordenador HybSimulator v4.0 (Advanced Gene Computing Technology, Inc.) facilité la identificacién y el anélisis
de sondas potenciales de captura. Se escogieron seis sondas de captura Unicas, y se imprimieron sobre el chip, tres
de las cuales son complementarias a las regiones comunes del ARNm del conjunto de fusién de '°Fn3 (CP3’, CP5’,
y CPflag). Las tres secuencias que quedan (CPnegl, CPneg2, y CPneg3) no son complementarias, y funcionan en
parte como controles negativos. Cada una de las sondas de captura presenta un término 3’-amino y cuatro unidades
espaciadoras de 6xido de hexaetileno, como se describe anteriormente. Lo siguiente es una lista de las secuencias de
sondas de captura que se emplearon (5°-3’):

CP3’: TGTAAATAGTAATTGTCCC (SECID n®: 22)
CP5’: TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT (SECID n®: 23)
CPnegl: CCTGTAGGTGTCCAT (SECID n°: 24)
CPflag: CATCGTCCTTGTAGTC (SEC ID n®: 25)
CPneg2: CGTCGTAGGGGTA (SEC ID n°: 26)
CPneg3: CAGGTCTTCTTCAGAGA (SECID n®: 27)

Se ajusté aproximadamente 1 pmol de conjunto de fusién de '°Fn3 procedente de la décima ronda de seleccién de
TNF-a hasta 5X SSC que contiene 0,02% de Tween-20 y 2 mM de complejo de vanadil ribonucleétido, en un volumen
total de 350 ul. Todo el volumen se aplic a la microcoleccion en un dispositivo de cesto de 400 ul, y el montaje se
hizo girar continuamente durante 18 horas a temperatura ambiente. Después de la hibridacion, el portaobjetos se lavo
secuencialmente con porciones de 500 ml agitadas de 5X SSC, 2,5X SSC y 1X SSC durante 5 minutos cada vez. Las
trazas de liquido se eliminaron mediante centrifugacion, y se dejé que el portaobjetos se secara al aire.

Se recogié TNF-a humano recombinante (500 ug, liofilizado, de Prepro Tech) en 230 ul de 1X PBS, y se dializé
frente a 700 ml de 1X PBS agitado, a 4°C durante 18 horas en una unidad de microdializacién (corte de peso molecular
3.500, Pierce). El TNF-a dializado se trat6 con reactivo de biotinilacién NHS-LC-LC ligado a EZ (20 ug, Pierce)
durante 2 horas a 0°C, y se dializ6 nuevamente frente a 700 ml de 1X PBS agitado, a 4°C durante 18 horas en
una unidad microdializadora (corte de peso molecular 3.500, Pierce). El conjugado resultante se analiz6 mediante
espectrometria de masas de MALDI-TOF, y se encontrd que estaba casi completamente funcionalizado con un dnico
resto de biotina.

Cada uno de los siguientes procesos se realizé a 4°C con agitacion continua o con mezclamiento. La superficie
del microconjunto de proteinas se pasivé mediante tratamiento con 1X TBS que contiene 0,02% de Tween-20 y 0,2%
de BSA (200 ul) durante 60 minutos. El TNF-a biotinilado (concentraciéon de 100 nM obtenida en el tampdn de
pasivacion) se puso en contacto con el microconjunto durante 120 minutos. El microconjunto se lavé con 1X TBS que
contiene 0,02% de Tween-20 (3X 50 ml, 5 minutos cada lavado). La estreptavidina marcada fluorescentemente (2,5
pg/ml de conjugado de Alexa 546-estreptavidina, de Molecular Probes, obtenido en el tampdn de pasivacién) se puso
en contacto con el microconjunto durante 60 minutos. El microconjunto se lavé con 1X TBS que contiene 0,02% de
Tween-20 (2X 50 ml, 5 minutos cada lavado), seguido de un aclarado de 3 minutos con 1X TBS. Las trazas de liquido
se eliminaron por centrifugacion, y el portaobjetos se dejo secar al aire a temperatura ambiente.

Se realiz6 el barrido mediante laser de fluorescencia con un sistema GSI Lumonics ScanAtray 5000, usando una
resolucion de pixel de 10 uM, y longitudes de onda preestablecidas de excitacién y de emision para el colorante
de Alexa 546. El andlisis de fosforoimagenes se realizé con un sistema Molecular Dynamics Storm. El tiempo de
exposicion fue de 48 horas con contacto directo entre la microcoleccion y la pantalla de almacenamiento de fésforo.
El barrido de fosforoimagenes se realiz6 en el ajuste de resolucion de 50 uM, y los datos se extrajeron con un programa
de ordenador ImageQuant v.4.3.

Las Figuras 16 y 17 son el barrido de fosforoimédgenes y de fluorescencia, respectivamente, del mismo conjunto.
La fosforoimagen muestra cudndo se hibridé la fusién de '°Fn3 basandose en la sefial de **S-metionina. El barrido de
fluorescencia muestra cudndo se unié el TNF-a marcado.

Otras formas de realizacion

Otras formas de realizacion se encuentran comprendidas en las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Conjunto de proteinas inmovilizadas sobre un soporte sélido, comprendiendo cada una de dichas proteinas
un dominio de tipo III de fibronectina que tiene por lo menos un bucle aleatorizado, por lo menos una lamina 8
aleatorizada, o una combinacién de los mismos, y estando caracterizado porque es capaz de unirse a un compuesto
que no estd unido mediante una fibronectina correspondiente de origen natural.

2. Conjunto segun la reivindicacién 1, en el que dicho dominio de tipo III de fibronectina es un dominio de tipo III
de fibronectina de mamifero.

3. Conjunto segun la reivindicacién 2, en el que dicho dominio de tipo III de fibronectina es un dominio de tipo III
de fibronectina humano.

4. Conjunto segun la reivindicacion 1, en el que cada una de dichas proteinas comprende el décimo mdédulo de
dicho dominio de tipo III de fibronectina (°Fn3).

5. Conjunto segun la reivindicacion 4, en el que la aleatorizacién de uno, dos o tres bucles da como resultado la
unién de la protefna a dicho compuesto.

6. Conjunto segun la reivindicacion 5, en el que la aleatorizacién de los dos bucles da como resultado la unién de
la proteina a dicho compuesto.

7. Conjunto segun la reivindicacion 6, en el que la aleatorizacién de los tres bucles da como resultado la unién de
la proteina a dicho compuesto.

8. Conjunto segin la reivindicacion 4, en el que dicho '°Fn3 carece de un motivo de unién a integrina.
9. Conjunto segtn la reivindicacion 1, en el que cada una de dichas proteinas carece de enlaces de disulfuro.
10. Conjunto segun la reivindicacién 1, en el que cada una de dichas proteinas es un monémero o un dimero.

11. Conjunto segun la reivindicacién 1, en el que cada una de dichas proteinas estd unida covalentemente a un
dcido nucleico.

12. Conjunto segtn la reivindicacién 11, en el que dicho 4cido nucleico codifica la proteina unida covalentemente.

13. Conjunto segun la reivindicacién 12, en el que dicho dcido nucleico es ARN.

14. Conjunto segun la reivindicacién 1, en el que dicho soporte sélido es un chip.

15. Método para identificar una proteina que se une a un compuesto, comprendiendo dicho método:

(a) poner en contacto dicho compuesto con un conjunto de proteinas candidatas inmovilizadas sobre un soporte
s6lido, comprendiendo cada una de dichas proteinas candidatas un dominio de tipo III de fibronectina que
tiene por lo menos un bucle aleatorizado, una ldmina £ aleatorizada, o una combinacién de los mismos,
llevdndose a cabo dicho contacto en condiciones que permiten la formacién del complejo de compuesto-
proteina; y

(b) identificar, a partir de dicho complejo, una proteina que se une a dicho compuesto.

16. Método para identificar un compuesto que se une a una proteina, comprendiendo dicha proteina un dominio de
tipo III de fibronectina que tiene por lo menos un bucle aleatorizado, por lo menos una ldmina 3 aleatorizada, o una
combinacién de los mismos, comprendiendo dicho método:

(a) poner en contacto un conjunto de proteinas inmovilizadas sobre un soporte sélido con un compuesto can-
didato, comprendiendo cada una de dichas proteinas un dominio de tipo III de fibronectina que tiene por
lo menos un bucle aleatorizado, una ldmina § aleatorizada, o una combinacion de los mismos, llevandose a
cabo dicho contacto en condiciones que permiten la formacién del complejo de compuesto-proteina; y

(b) identificar, a partir de dicho complejo, un compuesto que se une a una proteina del conjunto.

17. Método segun la reivindicacion 15, comprendiendo asimismo dicho método las etapas siguientes:

(c) aleatorizar ademds una proteina que se une a dicho compuesto en la etapa (b);

(d) formar un conjunto sobre un soporte sélido con las proteinas aleatorizadas adicionales de la etapa (c); y
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(e) repetir las etapas (a) y (b) usando, en la etapa (a), el conjunto de proteinas aleatorizadas adicionales como
dicho conjunto de proteinas candidatas.

18. Método segtn la reivindicacién 16, comprendiendo asimismo dicho método las etapas siguientes:
(c) modificar el compuesto que se une a dicha proteina en la etapa (b); y

(d) repetir las etapas (a) y (b) usando, en la etapa (a), dicho compuesto modificado adicional como dicho
compuesto candidato.

19. Método segtn la reivindicacion 15 6 16, en el que dicho soporte sdlido es un chip.
20. Método para detectar un compuesto en una muestra, comprendiendo dicho método:
(a) poner en contacto una muestra con una proteina que se une a dicho compuesto, y que comprende un dominio
de tipo III de fibronectina que tiene por lo menos tres bucles aleatorizados, llevandose a cabo dicho contacto
en condiciones que permiten la formacién del complejo de compuesto-proteina; y

(b) detectar dicho complejo, detectando de ese modo dicho compuesto en dicha muestra,

en el que dicha proteina se inmoviliza sobre un soporte sélido, y en el que dicha proteina se inmoviliza sobre dicho
soporte s6lido como parte de un conjunto.

21. Método segtn la reivindicacion 20, en el que dicho soporte sdlido es una perla o un chip.
22. Método segtn la reivindicacion 15, 16 6 20, en el que dicho compuesto es una proteina.

23. Método segtin la reivindicacién 15, 16 6 20, en el que dicho dominio de tipo III de fibronectina es un dominio
de tipo III de fibronectina de mamifero.

24. Método segtin la reivindicacién 23, en el que dicho dominio de tipo III de fibronectina es un dominio de tipo
III de fibronectina humano.

25. Método segun la reivindicacién 15, 16 6 20, en el que cada una de dichas proteinas comprende el décimo
modulo de dicho dominio de tipo III de fibronectina ('°Fn3).

26. Método segtn la reivindicacién 25, en el que la aleatorizacion de los tres bucles da como resultado la unién de
dicha proteina a dicho compuesto.

27. Método segtin la reivindicacion 25, en el que dicho '°Fn3 carece de un motivo de unién a integrina.

28. Método segtin la reivindicacion 15, 16 6 20, en el que cada una de dichas proteinas estd unida covalentemente
a un 4cido nucleico.

29. Método segtin la reivindicacion 28, en el que dicho dcido nucleico codifica la proteina unida covalentemente.
30. Método segtin la reivindicacion 29, en el que dicho dcido nucleico es ARN.

31. Método segtin la reivindicacién 15, 16 6 20, en el que dicho complejo o dicho compuesto se detectan mediante
radiografia, deteccién mediante fluorescencia, espectroscopia de masas, o resonancia plasmoénica de superficie.

32. Conjunto segtn la reivindicacion 1, en el que dicha proteina que contiene el dominio de tipo III de fibronectina
tiene por lo menos una mutacién en la lamina £.

33. Conjunto segun la reivindicacién 1, en el que dicha proteina que contiene el dominio de tipo III de fibronectina
tiene por lo menos un bucle aleatorizado.

34. Conjunto segtn la reivindicacion 1, en el que dicha proteina que contiene el dominio de tipo III de fibronectina
tiene por lo menos tres bucles alterados.

35. Conjunto segun la reivindicacién 34 o método segin la reivindicacion 20, en los que dichos tres bucles son los
bucles BC, DE, FG del dominio de tipo III de fibronectina.

36. Método segtn la reivindicaciéon 15 6 16, en el que dicha proteina que contiene el dominio de tipo III de
fibronectina tiene por lo menos una mutacién en la ldmina S.

37. Método segun la reivindicacion 15 6 16, en el que dicha proteina que contiene el dominio de tipo III de
fibronectina tiene por lo menos un bucle aleatorizado.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Phylos, Inc.

<120> ANDAMIAJES PROTEINICOS PARA MIMETICOS DE ANTICUERPOS Y OTRAS PROTEINAS DE
UNION

<130> 171-125

<140> EP 01913159.8
<141> 2002-09-26

<150> 09/515,260
<151> 2000-02-29

<160> 27
<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1
<211> 122
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 1

ggaattccta atacgactca ctatagggac aattactatt tacaattaca atgcatcacc 60
atcaccatca cgtttctgat gttccgaggg acctggaagt tgttgctgcg acccccacca 120
gc 122

<210>2

<211> 104

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

ggaattccta atacgactca ctatagggac aattactatt tacaattaca atggtttctg 60
atgttccgag ggacctggaa gttgttgctg cgacccccac cagce 104

<210>3
<211> 126
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)...(126)
<223>n=A,T,Co G

<221> misc_feature
<222> (1)...(126)
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<223>s=CoG

<400> 3

agcggatgce ttgtcgtcegt cgtecettgta gtcgetettce cectgtttcte cgtaagtgat 60
cctgtaatat ctsnnsnnsn nsnnsnnsnn snnccagctg atcagtaggc tggtgggggt 120
cgcagc 126

<210>4

<211> 62

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

agcggatgcc ttgtcgtcgt cgtccttgta gtcgctcttc cctgtttctc cgtaagtgat 60
cc 62

<210>5

<211>99

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

ggaattccta atacgactca ctatagggac aattactatt tacaattaca atgcatcacc 60
atcaccatca cctcttcaca ggaggaaata gccetgtec 99

<210> 6

<211> 132

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(132)
<223>n=ATCoG

<221> misc_feature
<222> (1)..(132)
<223>s=CoG

<400> 6

agcggatgcc ttgtcgtcgt cgtccttgta gtcgctcttc gtataatcaa ctccaggttt 60
aaggccgcectg atggtagetg tsnnsnnsnn snnaggcaca gtgaactcct ggacagggct 120
atttcctcct gt 132

<210>17
<211> 64
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 7

agcggatgec ttgtcgtegt cgtcecttgta gtcgctctte gtataatcaa ctccaggttt 60
aagqg 64

<210> 8

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

ggaattccta atacgactca ctatagggac aattactatt tacaattaca atgcatcacc 60
atcaccatca cctcttctat accatcactg tgtatgctgt c 101

<210>9

<211> 114

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)...(114)
<223>n=A,T,CoG

<221> misc_feature
<222> (1)..(114)
<223>s=CoG

<400> 9

agcggatgcce ttgtcgtcgt cgtccttgta gtctgttcgg taattaatgg aaattggsnn 60
SNNSNNSNNs nnsnnsnnsn nsnnsnnagt gacagcatac acagtgatgg tata 114

<210> 10

<211> 57

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10
agcggatgcc ttgtegtegt cgtecttgta gtetgttcgg taattaatgg aaattgg

<210> 11
<211> 45
<212> ADN

<213> fago T7 y virus del mosaico del tabaco
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gcgtaatacg actcactata gggacaatta ctatttacaa ttaca

<210> 12

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de flag

<400> 12
agcggatgcc ttgtcgtegt cgtecttgta gtc

<210> 13

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucleétido de tablilla
<221> misc_feature

<222> (1)...(19)
<223>n=A,T,CoG

<400> 13
tttttettn agcggatge

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucleétido ligador de puromicina

<400> 14

aaaaaaaaaa aaaaaaaacc

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 15

gcggeagggt ttgcttactg gggecaaggg

<210> 16

45

33
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<211>27
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 16

gggaggegote gaggtaggatc acagtce

<210> 17
<211> 30
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 17

tttgctagct ttaccaggag agtgggaggc

<210> 18

<211> 33

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 18

aaaaagcttg ccaaaacgac acccccatct gtc

<210> 19

<211> 33

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 19

catatggttt ctgatattcc gagagatctg gag

<210> 20

<211>43

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 20

catatgcatc accatcacca tcacgtttct gatattccga gag

<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 21

gaattcctat gttttataat tgatggaaac

<210> 22

27

30

33

33

43

30
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<211>19
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 22

tgtaaatagt aattgtccc

<210> 23

<211>20

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 23

teeeteetet teeeeeetet

<210> 24

<211> 15

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 24

cctgtacgtg tecat

<210> 25

<211> 16

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 25

catcgtcett gtagte

<210> 26

<211> 13

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 26

cgtcgtaggg gta

<210> 27

<211> 17

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 27

caggtcttct tcagaga
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