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DESCRIPCION

Nuevos usos de proteinas codificadas por genes ble y antibidticos de la familia bleomicina.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos usos para la familia de genes “ble”, por ejemplo, Sh ble, Tn5 ble y
Sa ble, y la familia de proteinas expresadas por estos genes que son capaces de unirse reversiblemente a la familia
de antibidticos de la bleomicina. La familia de antibidticos de la bleomicina son glicopéptidos que escinden ADN e
incluyen bleomicina, fleomicina, talisomicina, pepleomicina y fleomicina D1. La invencién también se refiere a nuevos
usos de estos antibidticos. Mds particularmente se refiere a proteinas de fusiéon que comprenden una proteina ble y a
herramientas, procedimientos y productos que dependen de la especificidad entre la proteina ble y los antibidticos de
la familia de la bleomicina.

Cuando estos genes ble se expresan junto con otra proteina en forma de proteinas de fusién o los productos del
gen ble estdn fusionados o unidos de otra forma a otras moléculas, particularmente proteinas, se pueden usar, por
ejemplo, para unir fuerte o débilmente la proteina de fusién a una superficie, tal como una matriz, particularmente una
micromatriz, un porta de vidrio o una placa de microvaloracién (en los que generalmente se desea una unidn fuerte) asi
como a, por ejemplo, perlas u otras formas similares que se usan en purificacion de afinidad (en la que generalmente
se desea una unién débil).

No obstante la invencion se refiere no sélo al uso de este emparejamiento en la unién de moléculas a superficies,
particular aunque no esencialmente superficies que pueden formar matrices, sino también al uso de una proteina de
fusion ble adicionalmente en forma de marcador de plegamiento y solubilidad. También se refiere al uso de antibidticos
“marcados” de la familia de la bleomicina que debido a su especificidad por las proteinas ble los hacen ttiles como
marcadores de localizacién celular.

Antecedentes de la invencion

La expresion de proteinas humanas en sistemas heter6logos tales como bacterias, levaduras, células de insecto
o células de mamifero puede dar como resultado la produccién de proteinas plegadas incorrectamente, dando como
resultado la formacién de agregados insolubles y/o un bajo rendimiento de proteinas expresadas. Para todo trabajo
proteémico funcional es esencial la produccién de proteinas plegadas correctamente o nativas y a menudo se realiza
una gran cantidad de trabajo para optimizar la expresion de proteinas individuales.

A continuacidn se exponen dos dreas en las que el plegamiento incorrecto o la mala solubilidad pueden ser impor-
tantes:

Insolubilidad problemdtica de proteinas de ingenieria genética

La manipulacién de la funcién de proteinas por ingenieria genética es un campo de estudio importante con un gran
empuje comercial y académico. Las caracteristicas deseadas buscadas en proteinas de ingenieria genética incluyen
especificidad de sustrato alterada, nueva funcién catalitica, especificidad de unién mejorada y tolerancia térmica o al
pH mejorada. No obstante, las mutaciones primarias introducidas en la proteina frecuentemente dan como resultado
la pérdida de expresion soluble y normalmente las mutaciones de compensacion para restaurar la solubilidad son
imposibles de predecir.

Insolubilidad problemdtica de proteinas expresadas de manera recombinante en hospedadores heterologos

A menudo se prefiere la expresion de proteinas recombinantes en Escherichia coli, especialmente para la pro-
duccién de proteinas en masa (por ejemplo, enzimas industriales, cristalografia de rayos X), debido a la facilidad de
fermentacién, ausencia de modificaciones post-traduccionales heterogéneas, simplicidad de las posteriores etapas de
procesamiento y altos rendimientos de material. No obstante un problema frecuente encontrado, especialmente con
proteinas eucariotas, es que el material recombinante se expresa de manera insoluble y por tanto es inactivo. Esas
proteinas problemadticas se pueden expresar de manera soluble en sistemas mas complicados (por ejemplo, Pichia
pastoris, baculovirus), pero los menores rendimientos y un procedimiento mds caro pueden dar como resultado un
producto comercialmente menos atractivo.

En ambos casos, tiene una gran utilidad un procedimiento para generar formas solubles de una proteina insoluble.
Una aproximacioén es la mutagénesis aleatoria de la proteina para generar una biblioteca de variantes seguida de la
seleccidn o cribado para la expresion soluble. A menudo esto se denomina “evolucién dirigida”. Los requerimientos
de ese cribado son que se pueden valorar muchos clones variantes en paralelo puesto que las bibliotecas involucradas
son grandes (a menudo > 10° miembros). En algunos casos la actividad de la proteina diana se puede someter a ensayo
directamente. No obstante, esto es relativamente raro y a menudo requiere el lisado de cada clon en los pocillos de una
placa de microvaloracién y a menudo las proteinas no tienen actividad que se pueda someter a ensayo.

Un procedimiento més eficaz es fusionar la proteina a una segunda proteina “informadora” con un fenotipo que
se puede someter a ensayo visualmente. Puesto que las dos proteinas estdn fisicamente unidas, la solubilidad de
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la proteina informadora (y por tanto la presencia del fenotipo observable) depende de la solubilidad de la otra. Se
han presentado varios de esos sistemas informadores. Preferentemente el fenotipo se puede observar sin etapas de
procesamiento (es decir, cuando los clones atn estdn creciendo como colonias sobre placas de agar) permitiendo un
andlisis de produccién elevado.

La expresion a gran escala de proteinas recombinantes para la fabricacién de matrices de proteinas es un area de
la proteémica que supone la caracterizacién funcional de proteinas de manera paralela. Es necesario expresar varios
miles de proteinas de una manera soluble y plegada. Normalmente se emplean bibliotecas de expresién por lo que los
genes se ponen bajo el control de un promotor y a continuacién se induce la expresion del gen. La siguiente etapa es
valorar qué clones expresan la proteina recombinante plegada. En un aspecto individual, esto normalmente se consigue
fraccionando los lisados celulares en componentes solubles e insolubles por centrifugacién y el andlisis posterior de
las fracciones por electroforesis en gel. Esta aproximacion tiene una producciéon muy baja y el aumento de escala al
nivel necesario para cribar bibliotecas es logisticamente inviable. Asi, existe la necesidad de un procedimiento para
cribar bibliotecas de expresion para clones que producen proteinas solubles y plegadas que se puedan usar poste-
riormente para estudios funcionales. La fusion de las proteinas recombinantes a una proteina informadora permite la
determinacién simple de su solubilidad.

Antes de considerar qué se ha realizado hasta la fecha es necesario hacer una distincién importante entre un
“cribado” en la que todos los miembros de una coleccién se valoran con un subgrupo de acuerdo con las caracteristicas
deseadas a aislar, y una “seleccion” en la que s6lo son observables los miembros de interés.

Las selecciones son mas potentes que los cribados cuando se trata con nimeros muy grandes puesto que existen
limitaciones précticas asociadas a la manipulacién y andlisis de un gran nimero de clones. Los ejemplos de cribados
habituales usados en biologia molecular son seleccién azul/blanco y fluorescencia GFP.

Los informadores de solubilidad/plegamiento dan como resultado un cribado basado en el color (visual) que se
ha descrito con el uso de -galactosidasa (Wigley, W. C., Stidham, R. D., Smith, N. M., Hunt, J. F. & Thomas,
P. J. Protein solubility and folding monitored in vivo by structural complementation of a genetic marker protein.
Nat. Biotechnol. 19, 131-135 (2001); y green fluorescent protein (GFP). (Waldo, G. S., Standish, B. M., Berendzen,
J. & Terwilliger, T. C. Rapid protein-folding assay using green fluorescent protein. Nat. Biotechnol. 17, 691-695
(1999)).

La optimizacién de la solubilidad de proteinas por evolucién dirigida para su uso en estudios estructurales también
se ha llevado a cabo usando GFP. (Pedelacq, J. D. y col. Engineering soluble proteins for structural genomics. Nat.
Bioteclnol. 20, 927-932 (2002)).

En la bibliograffa existen varios ejemplos de aprovechamiento de marcadores de fusién como indicadores del
plegamiento y la solubilidad de proteinas. El principio que subyace en estos sistemas es la observacién de que el
plegamiento y la solubilidad de proteinas estdn estrechamente correlacionados puesto que proteinas mal plegadas
normalmente forman agregados insolubles o son profusamente proteolisadas por la célula hospedadora. Por tanto se
asume que si una proteina se expresa de manera soluble en una forma no proteolisada, estd en su forma plegada
correctamente. Si se lleva a cabo una fusion entre una proteina y otra, el plegamiento y la solubilidad de un dominio
estdn unidos a los del otro. Esto se muestra en la Figura 1 que ilustra el principio de un marcador de plegamiento para
valorar la solubilidad del producto de expresién del gen X. S6lo cuando el producto proteina del gen X es soluble
el fenotipo de la fusién es aparente. En este caso, la fusién da como resultado colonias verdes fluorescentes que se
pueden identificar claramente.

Se ha descrito una seleccién vivo o muerto para la solubilidad y el plegamiento empleando cloranfenicol acetil
transferasa (CAT) (Maxwell, K. L., Mittermaier, A. K., Forman-Kay, J. D. & Davidson, A. R. A simple in vivo assay
for increased protein solubility. Protein Sci. 8, 1908-1911 (1999)).

Los procedimientos de cribado que implican la generacion de una proteina quimérica que comprende una region
de una proteina inestable unida a una regién de un producto de un gen marcador se presentaron en la solicitud de
patente de EE.UU. 2003/0022151.

Definiciones

Como se define en el presente documento genes los “ble” son una familia de genes que expresan proteinas que se
unen reversiblemente a los antibiéticos glicopéptidos de la familia de la bleomicina, e incluyen, pero no estdn limitados
a Sh ble, Tn5 ble y Sa ble. En general estos genes (o de manera mds precisa los productos génicos codificados por
estos genes) confieren a su hospedador resistencia a los antibiéticos glicopéptidos de la familia de la bleomicina.

La “familia de antibidticos de la bleomicina” son glicopéptidos que escinden ADN e incluyen, pero no estin
limitados a, bleomicina, fleomicina, talisomicina, pepleomicina y fleomicina D1.

El término “proteinas”, como se usa en el presente documento, se usa para incluir tanto proteinas completas,
polipéptidos, como subunidades o sus dominios.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 290 556 T3

Una “proteina de fusién”, como se usa en el presente documento, se refiere a una proteina que comprende una
“marca” en el N y/o C-terminal que se une a miembros de la familia de antibi6ticos bleomicina. La proteina de fusién
se puede expresar como una proteina de fusién de una construccién genética conteniendo el gen ble o se puede formar
por corte y empalme mediado por inteina de, por ejemplo, dos polipéptidos separados o mediante la unién quimica de
dos de esos péptidos segin procedimientos conocidos en la materia.

A continuacién la “marca” se usa como componente de sefializacién y/o medio para manipular posteriormente la
proteina de fusidn. Asi, se puede usar para unir la proteina de fusién a una superficie o a otra molécula, tal como
por ejemplo una molécula indicadora visual, como una molécula fluorescente, o para indicar una caracteristica de la
proteina de fusién, por ejemplo, que estd plegada de manera que es probable que sea funcional.

Los términos relativos “aglutinante fuerte” y “aglutinante débil” y “densidad elevada” y “baja densidad” se usan
en el presente documento para distinguir funcionalmente entre ejemplos en los que es deseable conseguir una unién
sustancialmente irreversible y la situacién en la que esta previsto que la unién se revertird tal como en purificacion de
afinidad. Asi, debido a que por ejemplo la proteina Sh ble es un dimero que puede unir cooperativamente dos moléculas
de bleomicina (la primera afinidad es de ~600 nM mientras que la segunda afinidad es de ~100 nM) es posible usar las
caracteristicas de unién de proteinas ble de una manera selectiva. Por ejemplo, si uno tiene una superficie (por ejemplo,
una perla) cubierta con bleomicina a baja densidad, entonces se esperaria de media que un dimero de Sh ble estuviese
unido por una molécula de bleomicina. En contraste, si uno tiene una superficie (por ejemplo, una perla) cubierta con
bleomicina a una densidad elevada, entonces se esperaria de media que un dimero de Sh ble estuviese unido por dos
moléculas de bleomicina (cada una unida a una de las dos subunidades del dimero), particularmente si las moléculas
de bleomicina estdn ellas mismas unidas a enlazadores flexibles (por ejemplo, polimeros de polietilenglicol (PEG)).
Puesto que en este dltimo caso las dos moléculas de bleomicina estan eficazmente unidas juntas a través de la superfi-
cie, la segunda afinidad de unién ahora serd varios 6rdenes de magnitud mayor que cuando las dos moléculas no estan
unidas juntas. En otras palabras, la afinidad de unién se potenciara significativamente por un efecto quelato. Este efecto
se puede utilizar como ventaja puesto que se pueden querer diferentes afinidades de unién en, por ejemplo, una matriz
(cuando se quiere una unién sustancialmente irreversible) y un sistema de captura reversible tal como una perla.

Asi, controlando la densidad superficial del antibidtico, tal como, bleomicina, deberia ser posible controlar facil-
mente si las fusiones de Sh ble se unen débil o fuertemente a la superficie. Las uniones débiles serfan apropiadas para
purificaciones de afinidad mientras que las uniones fuertes serfan apropiadas para inmovilizacién en matrices.

Como alternativa a la inmovilizacién de las moléculas de bleomicina sobre una superficie, uno puede acoplarlas
covalentemente a, por ejemplo, colorantes fluorescentes amino-reactivos, tales como fluoresceina activada con NHS,
Cy3, Cy5, y rodamina. A continuacién debe ser posible difundir los derivados de bleomicina fluorescentes en células
enteras (ya sean células procariotas o eucariotas), tras lo cual los derivados se unirdn selectivamente a las proteinas
de fusién Sh ble. De esta forma la marca Sh ble se puede usar como marcador de localizacién celular (de la misma
forma que se usa actualmente la GFP). Esto también permitird usar la marca Sh ble tanto como marcador que se puede
seleccionar (es decir, vivo o muerto) como marcador que se puede cribar (es decir, basado en fluorescencia).

En un aspecto de la invencion el soporte toma la forma de una sonda que es capaz de actuar como diana en andlisis
por espectroscopia de masas de desorcién/ionizacién con laser, por ejemplo, desorcién/ionizacién con ldser asistida
con matriz (MALDI). La sonda lleva los analitos, por ejemplo proteinas, durante esos procedimientos e interactia
con la lente reflectora del ensamblaje i6n-6ptico localizado en espectrémetros de masas de tiempo de vuelo (TOF) de
desorcién/ionizacion con l4ser de la técnica, de manera que los analitos se convierten en iones gaseosos para permitir
el andlisis. Por ejemplo, las sondas de la invencién pueden proceder de dianas para analisis MALDI como es sabido en
la materia, que se tratan de manera que un resto de unién de la proteina de afinidad elevada, por ejemplo, fleomicina
D1, esté presente sobre la superficie de la sonda que une las proteinas de fusion Sh ble para el andlisis posterior. Por
ejemplo, se pueden usar dianas MALDI de vidrio u oro convencionales.

Como se define en el presente documento un “micromatriz” es una matriz en la que el tamafo de las dreas diana
discretas, es decir, las areas individuales exploradas por un ldser, son del orden de micrometros o inferiores. Aunque
en el extremo superior de la escala, 1000 micrémetros de didmetro aproximadamente, pueden ser visibles a simple
vista, en el extremo inferior de la escala las dreas diana discretas no se distinguirdn claramente a simple vista.

Las “matrices” normalmente estardn dispuestas en matrices que comprenden varias filas y columnas. El niimero
de 4reas diana discretas dependera de qué esté siendo cribado, aunque generalmente es deseable tener una densidad
elevada de estas dreas discretas sobre la superficie de la sonda puesto que esto facilitard el cribado de una produccién
elevada. Normalmente una sonda comprenderd al menos 10, preferentemente al menos 100, mds preferentemente
al menos 1000 y hasta 10.000 o m4s 4dreas diana producidas sobre ella. (Normalmente una superficie de una sonda
tendrd un drea de 10.000 mm? aproximadamente - una sonda Bruker tiene un drea de 10.292 mm? aunque no hay
requerimientos para usar toda la sonda y la micromatriz se puede aplicar en una o mds matrices sobre ella). La
densidad real en una matriz dada dependerd del tamafio del drea diana discreta (que normalmente estard impresa como
un punto) y del espacio entre puntos adyacentes. Asi, las dreas diana discretas normalmente estardn presentes a una
densidad superior a 1 4rea diana discreta por mm? dentro de cualquier matriz.

Las “moléculas enlazadoras” son moléculas que funcionan como sugiere su nombre. Son moléculas comprendien-
do grupos funcionales que permiten que se formen puentes entre diferentes moléculas.
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Resumen de la invencion

El producto de la proteina de, por ejemplo, el gen Sh ble codifica una proteina que cuando se expresa por una célula,
confiere resistencia a antibidticos de la familia de la bleomicina, incluyendo fleomicina D1, uniéndose al antibiético
y secuestrandolo. (Gatignol, A., Durand, H. & Tiraby, G. Bleomycin resistance conferred by a drug-binding protein.
FEBS Lett. 230, 171-175. (1988)).

Estos antibidticos en otras circunstancias inducen la rotura de la cadena de ADN. Cuando, por ejemplo, el gen Sh
ble estd fusionado en tdndem con un segundo gen de interés, codificando asi una proteina de fusion, la expresion de
la proteina de fusién también confiere resistencia a fleomicina D1. Si el gen de interés codifica una proteina insoluble
o un fragmento de proteina, no se observa el fenotipo que confiere resistencia a fleomicina D1 puesto que la proteina
de fusién es insoluble e incapaz de unir el antibiético. Esto forma la base de una nueva seleccién vivo o muerto para
proteinas plegadas y solubles.

Adicionalmente, puesto que, por ejemplo, la proteina Sh ble se une fuerte y cooperativamente a fleomicina D1 los
inventores han demostrado que se puede usar como marcador de afinidad si se proporciona una superficie que esta
derivatizada con, por ejemplo, fleomicina D1 o un andlogo.

Ademds, uniendo, por ejemplo, un indicador visual al antibidtico y permitiendo al antibiético marcado unir la
proteina de fusién a través de la marca deberia ser posible usar la proteina de fusién ble como, por ejemplo, marcador
para la localizacién celular.

Segtin un primer aspecto de la presente invencidn se proporciona un procedimiento de inmovilizacién de una
proteina a una superficie en el que la proteina se proporciona a la superficie en forma de proteina de fusién ble y la
superficie es una superficie derivatizada con un antibidtico de la familia de la bleomicina.

En una forma de realizacién preferida la proteina de fusion ble se usa como marcador de expresion y plegamiento
y marca de afinidad.

Los antibiéticos de la familia de la bleomicina incluyen, pero no estin limitados a, bleomicina, fleomicina, taliso-
micina, pepleomicina y fleomicina D1. Los miembros preferidos incluyen bleomicina A2, bleomicina A5, bleomicina
A6, bleomicina B2 y fleomicina D1.

Una ventaja con la bleomicina A5 y A6 es que comprenden un grupo amina primaria terminal que se puede
usar para acoplar la proteina a, por ejemplo, una superficie amino-reactiva. Los grupos tipicos usados para producir
una superficie amino-reactiva incluyen, pero no estidn limitados a: aldehidos, ep6xidos, N-hidroxisuccinamidas, e
isotionatos. Naturalmente se pueden usar otros grupos funcionales presentes sobre los antibiéticos para acoplar los
antibidticos a una superficie, y esto serd evidente para la persona experta en la materia.

En un ejemplo preferido el acoplamiento se puede conseguir haciendo reaccionar el grupo amina con una superficie
amino-reactiva, tal como, por ejemplo, una superficie derivatizada con polietilenglicol (PEG) activado con NHS.

En una forma de realizacion preferida la superficie es la superficie de una matriz, mds particularmente una micro-
matriz, y todavia mds particularmente una matriz MALDI aunque podria ser una placa de microvaloracién, un porta
de vidrio (siendo la superficie la superficie de una sonda), o una perla (siendo la superficie aquella de un medio de
purificacion).

Asf, seglin un segundo aspecto de la presente invencion se proporciona una sonda caracterizada porque tiene una
superficie diana que comprende una matriz con una pluralidad de dreas diana discretas presentando uno o més restos
de captura de analitos que comprenden un antibidtico de la familia de la bleomicina.

Esa superficie diana normalmente tiene un recubrimiento de densidad elevada del antibiético de manera que el
analito diana es capturado con una afinidad elevada, preferentemente inferior a 400 nM, mds preferentemente inferior
a 200 nM, ain mads particularmente inferior a 150 nM. En el ejemplo especifico indicado la Sh ble tiene una afinidad
del orden de 100 nM o inferior cuando estdn unidas dos moléculas de bleomicina.

Segtin un tercer aspecto de la presente invencién se proporciona un medio de purificacién comprendiendo una
superficie diana presentando uno o més restos de captura de analitos comprendiendo un antibidtico de la familia de la
bleomicina.

Esa superficie diana normalmente tiene un recubrimiento de baja densidad del antibiético de manera que el analito
diana es capturado con una baja afinidad, normalmente del orden de superior a 400 nM, y mds preferentemente
superior a 500 nM. En el ejemplo especifico indicado la Sh ble tiene una afinidad del orden de 600 nM cuando esta
unida una tnica molécula de bleomicina. Idealmente la afinidad estara en el intervalo de uM, pero suficiente para que
las proteinas se unan.

En cualquier caso, el antibidtico puede estar unido a la superficie a través de un enlazador flexible tal como
polietilenglicol activado (PEG).
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Segtin un cuarto aspecto de la presente invencién se proporciona un antibiético de la familia de la bleomicina
caracterizado porque estd marcado con un marcador.

Preferentemente, el marcador es un marcador visual tal como, por ejemplo, un marcador fluorescente. Alternati-
vamente, podria estar marcado con un isétopo radiactivo. Los marcadores fluorescentes preferidos incluyen, pero no
estdn limitados a fluoresceina activada con NHS, Cy3, Cy5, y rodamina.

Una herramienta para la produccién de las proteinas de fusion es un vector constituido esencialmente de un gen
ble aguas abajo de un ADN enlazador que durante su uso se escinde y es reemplazado con un ADN codificando una
proteina para ser expresada como proteina de fusién ble.

En una forma de realizacion el vector ble se proporciona como uno de los componentes de un kit para la preparacién
de una matriz junto con una superficie que se ha derivatizado con un antibidtico de la familia de la bleomicina o los
componentes para la fabricacién de esa superficie derivatizada.

Segtin un quinto aspecto de la presente invencién se proporciona un procedimiento para la generacién de formas
solubles de una proteina insoluble que comprende:

1) generacion de una biblioteca de variantes de proteinas; y

ii) seleccion de colonias respecto a la presencia de una proteina soluble expresando la proteina en forma de
proteina de fusién ble y seleccionando sobre un antibidtico de la familia de la bleomicina;

iii) crecimiento de las colonias seleccionadas en cultivo liquido, lisado e impresion de un lisado en bruto sobre
una superficie derivatizada con un antibiético de la familia de la bleomicina, donde el procedimiento com-
prende adicionalmente y de manera preferente el lavado de la superficie marcada para retirar los materiales
no unidos.

Se conoce una seleccién vivo o muerto previa utilizando cloranfenicol acetil transferasa (CAT), pero no es muy
eficaz (Maxwell, K. L., Mittermaier, A. K., Forman-Kay, J. D. & Davidson, A. R. A simple in vivo assay for increased
protein solubility. Protein Sci. 8, 1908-1911 (1999)) debido a su estrecha ventana de toxicidad, es decir, la concen-
tracion de antibidtico que mata células sin CAT estd proxima a aquella que permite la supervivencia de células con
CAT. Ademads, no permite directamente la purificacién o inmovilizacién posterior aguas abajo de la proteina expresada
puesto que la CAT destruye enzimdticamente el antibiético y no se une al producto con una afinidad significativa.

Segtin un sexto aspecto de la presente invencidn se proporciona un procedimiento de purificacién de una proteina
de fusién Sh ble a partir de un extracto en bruto comprendiendo la etapa de su inmovilizacidon sobre una superficie
mediante un antibiético de la familia de la bleomicina y opcionalmente su liberacién de ella.

Segtin un séptimo aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento de identificacién de la localizacion
celular de una proteina que comprende

1) la expresion de la proteina en forma de proteina de fusion ble en una célula,

ii) la introduccién de un antibidtico marcado de la familia de la bleomicina en la célula, y la deteccion del
antibiético marcado.

El procedimiento puede ser cualitativo o cuantitativo, en cuyo caso el procedimiento comprende una etapa de
cuantificacion adicional del antibi6tico marcado. Esto se puede realizar midiendo la intensidad de fluorescencia cuando
el antibidtico marcado estd marcado fluorescentemente.

Breve descripcion de los dibujos

Los diversos aspectos de la invencién se describen a continuacién sélo a modo de ejemplo con referencia a las
siguientes Figuras y Ejemplos en los que:

La Figura 1 es un esquema que demuestra el principio de uso de un marcador de plegamiento para valorar la
solubilidad de un producto de expresiéon del “gen X”. S6lo cuando el producto proteina del gen X es soluble el
fenotipo de la fusién es aparente. En este caso, la fusién da como resultado colonias verdes fluorescentes que se
pueden identificar claramente;

La Figura 2 es un vector segtin un aspecto de la invencién incorporando un gen Sh ble;

Las Figuras 3a y b ilustran la purificacion de una proteina de fusién Sh ble sobre bleomicina-sefarosa

A) esun gel con tincién Coomassie, y

B) es una transferencia Western explorada con estreptavidina-HRP.
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Los carriles 1-6 estan cargados como sigue:
1) lisado,
2) bleomicina-sefarosa después de la incubacion con el lisado,
3) lisado no unido después de la incubacién con bleomicina-sefarosa,
4) elucién de la bleomicina,
5) bleomicina-sefarosa después de la elucion de la bleomicina, y
6) lisado no unido después de la incubacién con bleomicina-sefarosa.

La Figura 4 ilustra la inmovilizacion de las proteinas de fusion Sh ble sobre una placa de microvaloracién derivati-
zada con bleomicina. Se afiadieron lisados de 2 clones de proteinas de fusién Sh ble diferentes a pocillos de una placa
de microvaloracién derivatizados con bleomicina y control en presencia y ausencia de bleomicina en competicion;

La Figura 5 ilustra la purificacién de proteinas de fusién Sh ble inmovilizadas sobre micropocillos recubiertos con
bleomicina; (la proteina de fusién Sh ble capturada de los lisados sobre micropocillos derivatizados con bleomicina se
corri6 en SDS-PAGE. También se corrieron los lisados de entrada para su comparacion. Los lisados de entrada eran
una serie con una dilucién de 2 veces, con el carril 1 representando el lisado no diluido y el carril 7 representando una
dilucion de 1 en 64).

La Figura 6 muestra la tasa de inmovilizacion de la proteina de fusién Sh ble sobre un micropocillo derivatizado
con bleomicina; (los lisados clarificados del clon 1 de la proteina de fusién Sh ble se incubaron durante tiempos
variables en un micropocillo derivatizado con bleomicina. A) La SDS-PAGE con tincién con plata muestra la cantidad
de proteina de fusidon inmovilizada. B) Las bandas se cuantificaron y se representaron frente al tiempo).

La Figura 7 ilustra la retencién de la proteina de fusién Sh ble sobre micropocillos derivatizados con bleomicina;
(el clon 1 de la proteina de fusién Sh ble se unié a los micropocillos derivatizados con bleomicina. Después del lavado
los micropocillos se incubaron durante tiempos variables en tampoén.

A) SDS-PAGE con tincién Coomassie mostrando la cantidad de proteina de fusién restante inmovilizada.
B) Las bandas se cuantificaron y se representaron frente al tiempo).

La Figura 8 ilustra la retencion de la proteina de fusién Sh ble sobre micropocillos derivatizados con bleomicina;
(el clon 1 de la proteina de fusién Sh ble se uni6 a los micropocillos derivatizados con bleomicina. Después del lavado
los micropocillos se incubaron durante tiempos variables en tamp6n conteniendo bleomicina en exceso. A) SDS-
PAGE con tincién Coomassie mostrando la cantidad de proteina de fusién restante inmovilizada. B) Las bandas se
cuantificaron y se representaron frente al tiempo).

La Figura 9 ilustra la inmovilizacién de la proteina de fusién Sh ble sobre un porta de micromatriz derivatizada
con bleomicina. (Se puso 1 ul de lisados clarificados del clon 2 de la proteina de fusién Sh ble sobre un porta de
micromatriz derivatizada con bleomicina en presencia o ausencia de bleomicina libre en exceso. A) Después de la
exploracién para la proteina de fusién usando un anticuerpo anti-Flag y anti-ratén secundario marcado con Cy3 se
visualizé el fluoréforo Cy3. B) La intensidad de fluorescencia de las manchas totales se representd en un histograma
para manchas en presencia y ausencia de bleomicina en exceso).

Descripcion detallada de la invencion
1.0. Uso de Sh como marca de afinidad

Una biblioteca de ADNc se ligd a un vector de expresion E. coli modificado (comparar a la Figura 2) de manera
que el gen se podia marcar en ambos N y C términos con una marca FLAG en el N-término y Sh ble, BCCP (dominio

biotinilado de E. coli ACCB) y una marca Myc en el C-término.

Después de la transformacion en XL.10 Gold, los clones se seleccionaron creciendo sobre LB Agar conteniendo 50
pg/ml de fleomicina D1.

Se seleccionaron dos clones resistentes a fleomicina D1, crecidos en LB-amp a una DO, de 0,4 aproximadamente,
tiempo tras el cual los clones se indujeron con 100 pg/ml de IPTG durante 4 h a 30°C. Los pocillos se recogieron por
centrifugacion, 4000 g durante 15 min a 4°C, y se almacenaron en alicuotas a -20°C para ser usadas para un trabajo
posterior. Estos se denominan “Clon 1y “Clon 2”.

Se prepararon lisados frescos de E. coli antes de cada experimento.
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A cada alicuota de células (a partir de 40 ml de cultivo de induccién) se le afiadi6é 300 ul de tampdn de lisis (Tris pH
8 200 mM, EDTA 100 mM, céctel inhibidor de proteasas 1x (Roche), mercaptoetanol 10 mM, 200 pg/ml de lisozima)
y las células se resuspendieron. Después de 15 min de incubacién a 4°C las células se diluyeron con 1,7 ml de tampén
(inhibidores de proteasas 1x, MgCl, 20 mM, 50 ug/ml de ADNsa) y se incubaron a 4°C durante 30 minutos més. Se
obtuvieron lisados clarificados después de la centrifugacion a 20.000 g durante 10 min a 4°C.

1.1. Derivatizacion de sefarosa con bleomicina y su uso en purificacion de afinidad

Se acopld bleomicina A6 (2 mg/ml) a una columna de sefarosa activada con NHS Pharmacia 1 ml HiTrap segtn
las instrucciones del fabricante.

Después del acoplamiento la sefarosa se extrajo de la columna y se usé para la purificacién en discontinuo de las
protefnas de fusioén Sh ble.

A 6 ul de una suspension de bleomicina-sefarosa (50% aproximadamente de perlas dilatadas) en PBS-Tween, se
le afiadi6 4 ul del lisado del Clon 1 (preparado como anteriormente) y se incubé a 4°C durante 30 min con agitacién.
Después de centrifugar brevemente se retird el sobrenadante y las perlas se lavaron tres veces en 10 ul de PBS-Tween.
Un lote tratado de manera similar de proteina unida a bleomicina-sefarosa se eluyé incubando las perlas en 10 ul de
PBS-Tween conteniendo 300 ug/ml de bleomicina A6 a 4°C durante 10 min mientras se agitaba.

A continuacién las muestras se llevaron a ebullicién en tamp6n de muestras SDS y se cargaron sobre dos placas
idénticas de SDS-PAGE de Tris glicina al 10-20%. Después de la electroforesis un gel se tifié con Coomassie y el otro
se transfirié a una membrana de nitrocelulosa y se explor6 con estreptavidina-HRP antes de la visualizacion de las
bandas usando DAB (Figura 3).

En referencia a la Figura 3 se puede observar claramente que la proteina de fusién Sh ble se ha unido a la bleomi-
cina-sefarosa en el gel con tincién Coomassie y en la transferencia Western blot (Figura 3A y B, carril 2). También se
puede observar que la proteina de fusién Sh ble unida es muy pura produciendo sélo una banda sobre el gel con tincién
Coomassie. La proteina no s6lo ha demostrado estar unida especificamente y estar significativamente agotada en el
lisado de la proteina de fusion, sino que también se puede eluir especificamente con bleomicina libre (Figura 3A y B,
carril 4) proporcionando asi evidencias de tanto especificidad de interaccién como también un medio de elucién. No
obstante, en estas condiciones s6lo se eluy6 una proporcién de la proteina de fusién Sh ble de la bleomicina-sefarosa.

1.2. Derivatizacion de placas de microvaloracion con bleomicina

Se adquirieron bandas de 8 pocillos de microvaloracion recubiertos con PEG con un término amino-reactivo (pla-
cas “inmovilizadoras de proteina”) en Exiqon. Las placas se recubrieron con bleomicina A6 de manera eficaz segtin
el protocolo del fabricante. Resumiendo, se disolvié la bleomicina A6 en tamp6én KPO, 100 mM a pH 8 a una con-
centracion de 1 mg/ml. Se afiadié 100 ul de una disolucién de bleomicina a cada pocillo, los pocillos se sellaron y
se incubaron a 4°C durante 18 h. Después de eso la disolucién de bleomicina se extrajo de los pocillos y los pocillos
se lavaron con PBS-Tween durante 5 minutos tres veces. Se prepararon pocillos control como anteriormente con la
omisién de la bleomicina A6.

1.3. Uso de superficies de bleomicina en inmovilizacion de afinidad

A pocillos recubiertos con bleomicina y control, se les afiadieron 50 ul de dos lisados de clones de proteina de
fusién Sh ble diferentes (lisados del Clon 1 y Clon 2 preparados como anteriormente) en presencia y ausencia de 5
mg/ml de bleomicina. Los lisados se incubaron en los pocillos durante 30 min a temperatura ambiente con agitacion
suave, tiempo tras el cual el lisado se aspir6 de los pocillos y los pocillos se lavaron tres veces con PBS-Tween durante
5 minutos cada lavado.

Las proteinas se eluyeron de la superficie mediante la adicion de 50 ul de tamp6n de carga de muestras en SDS y
los pocillos se calentaron en un bloque térmico a 100°C durante 10 minutos. 20 ul de cada muestra se corrié en SDS-
PAGE de Tris glicina al 10-20%. El gel se transfiri6é a una membrana de nitrocelulosa y se explor6 usando el conjugado
de estreptavidina-HRP. La transferencia se visualizé usando ECL (Amersham) y pelicula fotografica mostrada en la
Figura 4.

De la Figura 4 es claro que ambas proteinas de fusién Sh ble sélo se inmovilizan sobre micropocillos derivatizados
con bleomicina y ademds que esta interaccién puede competir por pre-incubacion de los lisados con bleomicina libre
en exceso.

1.4. Andlisis de una proteina de fusion Sh ble purificada e inmovilizada sobre micropocillos derivatizados con bleo-
micina

Se afiadieron 50 ul de lisados clarificados a diferentes diluciones del Clon 1 de fusién Sh ble preparado como
anteriormente a micropocillos derivatizados con bleomicina. Después de incubar durante 40 minutos a temperatura
ambiente los pocillos se lavaron tres veces con PBS-Tween. La proteina se eluyé de los pocillos calentando en un
bloque térmico a 100°C durante 10 minutos en tamp6n de muestras SDS y 15 ul se sometieron a electroforesis en
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SDS-PAGE con cantidades equivalentes de lisados de entrada. Después de la electroforesis los geles se visualizaron
usando un protocolo de tincién con plata normal.

Los resultados se ilustran en la Figura 5 que muestra la purificacién de proteinas de fusién Sh ble inmovilizadas
sobre micropocillos recubiertos con bleomicina. La proteina de fusion Sh ble capturada de los lisados sobre micropo-
cillos derivatizados con bleomicina se corrié sobre SDS-PAGE. También se corrieron los lisados de entrada para su
comparacion. Los lisados de entrada eran una serie con una dilucion de 2 veces, con el carril 1 representando el lisado
no diluido y el carril 7 representando una dilucién de 1 en 64.

La Figura 5 demuestra que hay predominantemente una banda principal de proteina de fusién Sh ble de longitud
completa purificada capturada sobre los micropocillos. Es probable que otras bandas secundarias observadas repre-
senten productos de la proteolisis de la proteina de fusién Sh ble como se muestra por comparacién a un experimento
similar con la transferencia Western mostrada en la Figura 4.

1.5. Velocidad de union de una proteina de fusion Sh ble a micropocillos derivatizados con bleomicina

Se afiadieron 50 ul de lisado clarificado del Clon 1 de fusién Sh ble a micropocillos derivatizados con bleomicina.
Después de 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos de incubacién a temperatura ambiente los pocillos se lavaron tres veces
con PBS-Tween. La proteina se eluy6 de los pocillos calentando sobre un bloque térmico a 100°C durante 10 minutos
en tampén de muestras SDS y 15 ul se sometieron a electroforesis en SDS-PAGE. Después de la electroforesis los
geles se visualizaron usando un protocolo de tincion con plata normal (Figura 6A). Las bandas Sh ble sobre la imagen
del gel se cuantificaron y se represent6 la densidad media (Figura 6B). Estos datos muestran que la mayor parte de la
proteina estd inmovilizada después de 40 minutos de incubacién aproximadamente.

1.6. Estabilidad de la interaccion de la proteina fusion Sh ble con micropocillos derivatizados con bleomicina

Se afiadieron 50 ul de lisado clarificado del Clon 1 de fusién Sh ble a micropocillos derivatizados con bleomicina.
Después de incubar durante 1 h a temperatura ambiente los pocillos se lavaron tres veces con PBS-Tween. Después de
lavar los pocillos se llenaron con PBS-Tween y se incubaron durante el tiempo deseado para generar un recorrido de
tiempos. Esto también se repitié con un grupo duplicado de pocillos, que después de lavar los pocillos se incubaron
en bleomicina 0,5 mM en PBS-Tween. Después de este recorrido de tiempos, la proteina se eluyé de los pocillos
calentando sobre un bloque térmico a 100°C durante 10 minutos en tamp6n de muestras SDS y 15 ul se sometieron a
electroforesis en SDS-PAGE con cantidades equivalentes de lisados de entrada. Después de la electroforesis los geles
se visualizaron usando tincién Coomassie (Figuras 7A y 8A).

Las bandas de la proteina de fusién Sh ble sobre la imagen del gel se cuantificaron y se representé la densidad
media (Figuras 7B y 8B).

La proteina de fusién Sh ble inmovilizada permanecié mayormente unida al micropocillo derivatizado con bleomi-
cina después de una incubacién de hasta 24 h en PBS-Tween (Figuras 7). La inclusién de bleomicina libre en exceso
en el tampdn se anticipd para incrementar la velocidad de disociacién de la proteina de fusién del micropocillo, no
obstante incluso en presencia de bleomicina libre en exceso (Figura 8) se observé poca pérdida de proteina de fusién
Sh ble inmovilizada.

1.7. Uso de la proteina de fusion Sh ble para la inmovilizacion de proteinas sobre micromatrices

En este estudio se usaron portaobjetos Exiqon Euray que tienen un recubrimiento superficial que es esencialmente
aquel encontrado en los pocillos de las placas de microvaloracién usadas previamente, en las que se usa una molécula
de PEG con un término amino-reactivo para recubrir el portaobjetos. La derivatizacion de estos portas se realizé como
para los pocillos de las placas de microvaloracién con 400 ul de 3 mg/ml de bleomicina A6 aplicados a la superficie
bajo una camara de hibridacién del portaobjetos para microscopio.

Los lisados clarificados del Clon 1 de la proteina de fusién Sh ble se diluyeron 1 en 2, 1 en 4 y 1 en 8 con
tampén KPO, 100 mM. Los lisados se transfirieron a una placa de microvaloraciéon de 384 pocillos para el ensayo
con la micromatriz. Un disefio de los lisados de 6 por 6 se sometid a ensayo con la micromatriz sobre un portaobjetos
derivatizado con bleomicina y uno que se habia recubierto de manera similar con etanolamina. El ensayo con la
micromatriz se llevé a cabo usando un robot Genetix Qarray equipado con puntas sélidas de 300 micrémetros. Las
micromatrices se incubaron en una cdmara himeda durante 1 h a temperatura ambiente. Después del lavado en PBS-
Tween los portaobjetos se exploraron con un anticuerpo anti-FLAG de ratén seguido de anticuerpo IgG anti-ratén
marcado con Cy3. Después del secado en una corriente de nitrégeno, los portaobjetos se visualizaron usando un
escaner de matrices Affymetrix 428 equipado con laser y un filtro apropiado para detectar el fluor6foro Cy3 (Figura
9A). Se cuantificé la fluorescencia total y se tomaron y representaron medias de manchas idénticas (Figura 9B).

Los datos de la Figura 9 demuestran que una proteina de fusién Sh ble estd inmovilizada especificamente sobre
un portaobjetos de microscopio derivatizado con bleomicina. Esto indica que la Sh ble es adecuada para su uso como
marca de afinidad para la inmovilizacién de proteinas en un formato de micromatrices.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de inmovilizacién de una proteina a una superficie, en el que la proteina se proporciona a la
superficie en forma de proteina de fusién Ble y la superficie es una superficie derivatizada con un antibidtico de la
familia de la bleomicina.

2. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que Ble dentro de una proteina de fusidon Ble también se usa
como marcador de expresion y plegamiento.

3. El procedimiento segun la reivindicacion 1 o reivindicacién 2 en el que la proteina de fusién Ble es el producto
de expresion de un gen Sh ble, Tn5 ble o Sa ble.

4. Un procedimiento segun la reivindicacién 1 en el que el antibidtico de la familia de la bleomicina se selecciona
del grupo constituido por bleomicina, fleomicina, talisomicina, pepleomicina y fleomicina D1.

5. Un procedimiento segtin la reivindicacién 4 en el que el antibidtico de la familia de la bleomicina se selecciona
del grupo constituido por bleomicina A2, bleomicina A5, bleomicina A6, bleomicina B2 o fleomicina D1.

6. Un procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1-5 en el que se usa un grupo funcional sobre el
antibidtico para unirlo a la superficie.

7. Un procedimiento segun la reivindicacién 6 en el que se usa un grupo amino presente sobre el antibiético para
acoplar el antibidtico a la superficie.

8. Un procedimiento segun la reivindicacion 7 en el que el antibidtico se acopla a una superficie derivatizada con
polietilenglicol (PEG) a través de un grupo amino.

9. Un procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en el que la superficie es la superficie de una
matriz, una placa de microvaloracién, un portaobjetos o una perla.

10. Un procedimiento segin la reivindicacion 9 en el que la matriz es una micromatriz.
11. Un procedimiento segiin la reivindicacién 10 en el que la matriz es una matriz MALDI.

12. Un procedimiento segtn la reivindicacién 9 que comprende adicionalmente la retirada de la proteina de fusion
Ble de la superficie.

13. Una sonda, caracterizada porque tiene una superficie diana que comprende una matriz con una pluralidad de
areas diana discretas presentando uno o mads restos de captura del analito comprendiendo un antibiético de la familia
de la bleomicina.

14. Una sonda segun la reivindicacion 13 en la que el antibidtico se proporciona sobre la superficie diana a una
densidad superficial elevada de manera que se esperaria que de media un dimero Sh ble estuviera unido por dos
moléculas de bleomicina.

15. Una sonda segtin la reivindicacidn 14 en la que los restos de captura tienen una afinidad por el resto que estdn
destinados a capturar inferior a 400 nM, y preferentemente inferior a 200 nM.

16. Una sonda segtin cualquiera de las reivindicaciones 13-15 en el que el antibidtico de la familia de la bleomicina
se selecciona del grupo constituido por bleomicina, fleomicina, talisomicina, pepleomicina y fleomicina D1.

17. Una sonda segtn la reivindicacion 16 en el que el antibidtico de la familia de la bleomicina se selecciona del
grupo constituido por bleomicina A2, bleomicina A5, bleomicina A6, bleomicina B2 o fleomicina D1.

18. Un medio de purificacién que comprende una superficie diana presentando uno o mds restos de captura del
analito comprendiendo un antibidtico de la familia de la bleomicina.

19. Un medio de purificacion segun la reivindicacién 18 que es una perla.
20. Un medio de purificacion segun la reivindicacién 18 6 19 en el que el antibidtico se proporciona sobre una
superficie diana a una baja densidad superficial de manera que se esperaria que de media un dimero Sh ble estuviera

unido por una molécula de bleomicina.

21. Un medio de purificacién segun la reivindicacion 20 en el que los restos de captura tienen una afinidad por el
resto que estdn destinados a capturar superior a 400 nM y preferentemente superior a 500 nM.
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22. Un medio de purificacién segin cualquiera de las reivindicaciones 18-21 en el que el antibidtico de la familia de
la bleomicina se selecciona del grupo constituido por bleomicina, fleomicina, talisomicina, pepleomicina y fleomicina
DI.

23. Un medio de purificacion segtn cualquiera de las reivindicaciones 18-22 en el que el antibidtico de la familia
de la bleomicina se selecciona del grupo constituido por bleomicina A2, bleomicina A5, bleomicina A6, bleomicina
B2 o fleomicina D1.

24. Un medio de purificacién segin cualquiera de las reivindicaciones 18-23 en el que el antibiético estd unido a
la superficie a través de una molécula enlazadora flexible.

25. Un medio de purificacién segtn la reivindicacién 24 en el que la molécula enlazadora flexible es un polietilen-
glicol (PEG).

26. Un procedimiento para generar formas solubles de una proteina insoluble que comprende: i) la generacién de
una biblioteca de variantes de proteinas; ii) la seleccién de colonias respecto a la presencia de una proteina soluble
expresando la proteina en forma de proteina de fusién Ble y seleccionando sobre un antibidtico de la familia de
la bleomicina; y iii) el crecimiento de las colonias seleccionadas, lisdndolas y uniendo la proteina de fusién a una
superficie derivatizada con un antibiético de la familia de la bleomicina.

27. El procedimiento de la reivindicacion 26, que comprende adicionalmente el lavado de la superficie marcada
para retirar los materiales no unidos.

28. Un procedimiento de purificacién de una proteina de fusién Ble a partir de un extracto en bruto compren-
diendo la etapa de su inmovilizacién sobre una superficie mediante un antibidtico de la familia de la bleomicina y
opcionalmente liberdndola de ella.

29. Un procedimiento de identificacion de la localizacion celular de una proteina que comprende i) la expresion de
la proteina en forma de proteina de fusién Ble en una célula, ii) la introduccién de un antibidtico marcado de la familia
de la bleomicina en la célula, y iii) la deteccion del antibiético marcado.

30. Un procedimiento segiin la reivindicacién 29 en el que el antibidtico es un antibiético de la familia de la
bleomicina caracterizado porque estd marcado con un marcador.

31. Un procedimiento segutn la reivindicacién 30 en el que el marcador es un marcador visual.
32. Un procedimiento segtn la reivindicacién 31 en el que marcador visual es un marcador fluorescente.

33. Un procedimiento segun la reivindicacion 32 en el que el marcador fluorescente se selecciona entre fluoresceina
activada con NHS, Cy3, Cy5, o rodamina.

34. Un kit para la produccién de una matriz que comprende un vector ble y una superficie derivatizada con un
antibidtico de la familia de la bleomicina o los componentes para la preparacién de dicha superficie derivatizada.
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FIG. 6A
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FIG. 8A
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