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Procedimiento para la obtención de un vector de expresión de una 

proteína recombinante sin aminoácidos adicionales. 

 

La presente invención se encuadra dentro del campo de la biotecnología. 

Específicamente, se refiere a un procedimiento para la obtención de una 5 

proteína recombinante sin aminoácidos adicionales, a un adaptador empleado 

para la realización de dicho procedimiento, así como a los vectores obtenidos 

mediante dicho procedimiento, a las células huésped que comprenden estos 

vectores y a la proteína recombinante de la expresión de dichas células. 

Finalmente, la invención se refiere a un kit para llevar a cabo el procedimiento 10 

de la invención.  

 

ESTADO DE LA TÉCNICA ANTERIOR 

 

La clonación y expresión de proteínas recombinantes es un paso decisivo para 15 

el estudio y caracterización de proteínas. La producción de proteínas 

recombinantes permite obtener un mejor rendimiento y una mayor pureza que 

la obtención de proteínas nativas a partir del organismo que la produce de 

forma natural. El diseño de estrategias de clonación resulta tedioso ya que la 

posición del gen que codifica esa proteína ha de insertarse exactamente en el 20 

punto adecuado de forma que la lectura de los tripletes de nucleótidos sea 

correcta y se respete la traducción de los aminoácidos adecuados. 

 

La estrategia de clonación más común en la actualidad es la de fusionar a la 

proteína recombinante que se desea obtener a una secuencia de aminoácidos 25 

conocida (glutathione S-transferase o GST [GE Healthcare, Novagen], His-tag 

[GE Healthcare, Novagen], Lytag [Biomedal], calmodulin-binding peptide, CBP 

[Stratagene], etc) que facilita la expresión y posterior purificación de la proteína 

recombinante. El empleo de estas proteínas de fusión facilita enormemente la 

purificación de proteínas recombinantes. Sin embargo, un inconveniente de 30 

estas estrategias de clonación es que incorporan aminoácidos adicionales (no 

presentes en la proteína nativa) a la proteína recombinante final. Para reducir el 
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efecto de estas adiciones, tras el proceso de purificación, se elimina una parte 

de esa proteína fusionada a la proteína de interés utilizando digestión por 

proteasas como la enterokinasa (Biomedal), AKH signal peptide (Novagen) o 

Factor Xa (GE Healthcare), entre otras. No obstante, aún después de esta 

digestión, el número de aminoácidos adicionales (no originales) que quedan 5 

fusionados a la proteína deseada ronda entre dos y más de 30, dependiendo 

de lo depurada de la clonación realizada y del kit de clonación empleado. Hoy 

en día los kits de clonación comerciales para la expresión de proteínas 

recombinantes de fusión incorporan aminoácidos adicionales en el rango 

mencionado. 10 

 

La adición de aminoácidos adicionales a las proteínas recombinantes puede 

producir comportamientos indeseados y cambios en las propiedades de la 

proteína expresada y que se desea estudiar. Por ejemplo, la producción de 

anticuerpos a partir de proteínas recombinantes ha de llevarse a cabo con 15 

proteínas nativas o proteínas recombinantes sin ninguna adición de 

aminoácidos ya que se puede alterar la estructura tridimensional de la proteína 

recombinante o afectar los puntos de reconocimiento del anticuerpo, y por 

tanto, reducir o anular la eficiencia en la detección de la proteína deseada por 

parte del anticuerpo. Este problema a menudo obliga a trabajar con proteínas 20 

nativas, lo que dificulta grandemente el proceso de purificación.  

 

Por tanto, existe la necesidad de disponer de un método de clonación en el que 

la proteína obtenida sea fácil de purificar (utilizando proteínas fusionadas o 

tags), y que tras la purificación nos permita eliminar fácil y absolutamente todos 25 

los aminoácidos que no pertenezcan a la secuencia aminoacídica de la 

proteína original. 

 

EXPLICACIÓN DE LA INVENCIÓN 

 30 

La presente invención se refiere a un procedimiento para la obtención de una 

proteína recombinante sin aminoácidos adicionales, a un adaptador empleado 
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para la realización de dicho procedimiento, así como a los vectores obtenidos 

mediante dicho procedimiento, a las células huésped que comprenden estos 

vectores, y a la proteína recombinante de la expresión de dichas células. 

Finalmente, la invención se refiere a un kit para llevar a cabo el procedimiento 

de la invención. 5 

 

Esta invención proporciona una solución rápida, versátil y sencilla a la 

necesidad de obtener proteínas recombinantes sin aminoácidos adicionales 

que no pertenezcan a la secuencia aminoacídica de la proteína nativa y que 

puedan producir cambios o comportamientos indeseados en dichas proteínas. 10 

Los campos de aplicación de la presente invención son numerosos ya que en 

la actualidad se emplean proteínas recombinantes en muy diversas áreas, 

como por ejemplo en medicina, farmacia, agricultura o alimentación. 

 

De manera general, la invención se refiere a un procedimiento para la 15 

obtención de una proteína recombinante sin aminoácidos adicionales (de ahora 

en adelante, proteína de interés) que puede comprender los siguientes pasos: 

 

A) Obtener: 

 20 

- un vector de expresión que comprende: 

 

i) una secuencia que codifica para una etiqueta de purificación (Tag), y 

ii) tres sitios de reconocimiento de enzimas de restricción de tipo II (R II 

1,  R II 2 y R II 3),  25 

 

en el siguiente orden 5’ - R II 1 - R II 2 - R II 3 - Tag - 3’, 

 

- una secuencia de ADN de doble cadena que comprende una secuencia 

que codifica para la proteína de interés (Sec) caracterizada porque 30 

presenta dos extremos compatibles con extremos generados por las 
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enzimas de restricción II (II 2 y II 3) (E II 2 y  E II 3) en el siguiente orden 

5’ - E II 2 - Sec - E II 3 - 3’, 

 

y 

 5 

- un adaptador que consiste en una secuencia de ADN de doble cadena 

que comprende: 

 

i) dos extremos compatibles con extremos de un vector generados por 

enzimas de restricción de tipo II (E II 1 y  E II 2), y 10 

ii) dos sitios de reconocimiento de un enzima de restricción de tipo IIS 

(R IIS 1 y R IIS 2) orientados en distinto sentido en el siguiente orden 

5’ - E II 1 - R IIS 1 - R IIS 2 - E II 2 - 3’. 

 

B) digerir el vector de expresión del paso (A) con las enzimas de restricción 15 

II 1 y  II 2, 

 

C) clonar el adaptador obtenido en el paso (A) en el vector obtenido en el 

paso (B), 

 20 

D) digerir el vector obtenido en el paso (C) con las enzimas de restricción II 

2  y  II 3, 

 

E) clonar direccionalmente la secuencia de ADN del paso (A) en el vector 

obtenido en el paso (D),  25 

 

F) digerir el vector obtenido en el paso (E) con la enzima de restricción IIS, 

de manera que es eliminada la secuencia nucleotídica, incluyendo el 

adaptador, que se encuentra entre la secuencia nucleotídica que codifica 

para la etiqueta de purificación del vector y la secuencia nucleotídica que 30 

comprende la secuencia que codifica para la proteína de interés, 
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G) religar el vector del paso (F) de manera que no quedan nucleótidos 

adicionales entre el último o el primer triplete de la secuencia de ADN que 

codifica para la etiqueta de purificación del vector y el primer o el último 

triplete de la secuencia de ADN que codifica para la proteína de interés, 

 5 

H) introducir el vector obtenido en el paso (G) en una célula huésped, 

 

I) purificar la proteína de fusión expresada en la célula huésped del paso 

(H), y 

 10 

J) eliminar la etiqueta de purificación de la proteína de fusión del paso (I) 

mediante una proteasa, de manera que la proteína resultante es la proteína 

de interés nativa, es decir, no tiene ningún aminoácido adicional producto 

de la expresión de una secuencia de nucleótidos incorporada como 

consecuencia del procedimiento de clonación. 15 

 

En este procedimiento los pasos (B) y (C) pueden llevarse a cabo después de 

los pasos (D) a (E).  

 

Un primer aspecto de la invención se refiere a un adaptador para la obtención 20 

de una proteína recombinante sin aminoácidos adicionales (de ahora en 

adelante, adaptador de la invención) que consiste en una secuencia de ADN de 

doble cadena que comprende: 

 

i) dos extremos compatibles con extremos de un vector generados por 25 

enzimas de restricción de tipo II (E II 1 y E II 2), y 

ii) dos sitios de reconocimiento de una enzima de restricción de tipo IIS (R 

IIS 1 y R IIS 2) orientados en distinto sentido en el siguiente orden 5’ - E 

II 1 - R IIS 1 - R IIS 2 - E II 2 - 3’. 

 30 

El adaptador de la invención puede obtenerse mediante cualquier método 

biológico o sintético, incluyendo, por ejemplo, pero sin limitarse a, la restricción 
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de secuencias apropiadas o la hibridación de oligonucleótidos obtenidos 

mediante síntesis química directa.  

 

Otro aspecto de la invención se refiere a un procedimiento de obtención de un 

vector (de ahora en adelante, procedimiento primero de la invención) que 5 

comprende:  

 

a) digerir con las enzimas de restricción II 1 y II 2 un vector de expresión 

que comprende: 

 10 

i) una secuencia que codifica para una etiqueta de purificación 

(Tag), y 

ii) tres sitios de reconocimiento de enzimas de restricción de tipo II 

(R II 1,  R II 2 y R II 3) en el siguiente orden 5’ - R II 1 - R II 2 - R II 

3 - Tag - 3’. 15 

 

y 

 

b) clonar el adaptador de la invención en el vector obtenido en el paso (a). 

 20 

Otro aspecto de la invención se refiere a un vector obtenible por el 

procedimiento primero de la invención (de ahora en adelante, vector primero de 

la invención). 

 

Otro aspecto de la invención se refiere a una célula huésped que comprende el 25 

vector primero de la invención (de ahora en adelante, célula huésped primera 

de la invención). 

 

Otro aspecto de la invención se refiere a un procedimiento de obtención de un 

vector (de ahora en adelante, procedimiento segundo de la invención) que 30 

comprende:  
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a) digerir con las enzimas de restricción II 1 y II 2 un vector de expresión 

que comprende: 

 

i) una secuencia que codifica para una etiqueta de purificación 

(Tag), y 5 

ii) tres sitios de reconocimiento de enzimas de restricción de tipo II 

(R II 1, R II 2 y R II 3) en el siguiente orden 5 ’- R II 1 - R II 2 - R II 

3 - Tag - 3’, 

 

b) clonar el adaptador de la invención en el vector obtenido en el paso (a), 10 

 

c) obtener una secuencia de ADN de doble cadena que comprende una 

secuencia que codifica para una proteína de interés (Sec) caracterizada 

porque presenta dos extremos compatibles con extremos generados por 

las enzimas de restricción II 2 y II 3 (E II 2 y E II 3) en el siguiente orden 15 

5’ - E II 2 - Sec - E II 3 - 3’,  

 

d) digerir con las enzimas de restricción E II 2 y  E II 3 el vector obtenido en 

el paso (b), y 

 20 

e) clonar la secuencia de ADN del paso (c) en el vector obtenido en el paso 

(d). 

 

Otro aspecto de la invención se refiere a un vector obtenible por el 

procedimiento segundo de la invención (de ahora en adelante, vector segundo 25 

de la invención). 

 

Otro aspecto de la invención se refiere a una célula huésped que comprende el 

vector segundo de la invención (de ahora en adelante, célula huésped segunda 

de la invención). 30 
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En el procedimiento descrito anteriormente, los pasos (a) y (b) pueden llevarse 

a cabo después de los pasos (c) a (d). Por tanto, otro aspecto de la invención 

se refiere a un procedimiento de obtención de un vector (de ahora en adelante, 

procedimiento tercero de la invención) que comprende:  

 5 

a) obtener una secuencia de ADN de doble cadena que comprende una 

secuencia que codifica para una proteína de interés (Sec) caracterizada 

porque presenta dos extremos compatibles con extremos generados por 

las enzimas de restricción II 2 y II 3 (E II 2 y E II 3) en el siguiente orden 

5’ - E II 2 - Sec - E II 3 - 3’, 10 

 

b) digerir con las enzimas de restricción II 2 y II 3 un vector de expresión 

que comprende: 

 

i) una secuencia que codifica para una etiqueta de purificación 15 

(Tag), y 

ii) tres sitios de reconocimiento de enzimas de restricción de tipo II 

(II 1,  II 2 y II 3) en el siguiente orden 5 ’- R II 1 - R II 2 - R II 3 - 

Tag - 3’, 

 20 

c) clonar la secuencia de ADN del paso (a) en el vector obtenido en el paso 

(b), 

 

d) digerir con las enzimas de restricción II 1 y  II 2 el vector obtenido en el 

paso (c), y 25 

 

e) clonar el adaptador de la invención en el vector obtenido en el paso (d). 

 

Otro aspecto de la invención se refiere a un vector obtenible por el 

procedimiento tercero de la invención (de ahora en adelante, vector tercero de 30 

la invención). 
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Otro aspecto de la invención se refiere a una célula huésped que comprende el 

vector tercero de la invención (de ahora en adelante, célula huésped tercera de 

la invención). 

 

La secuencia de ADN de doble cadena que comprende la secuencia que 5 

codifica para la proteína de interés (Sec) puede obtenerse mediante cualquier 

método biológico o sintético, incluyendo, por ejemplo, pero sin limitarse a, la 

restricción de secuencias apropiadas o la amplificación de la secuencia de ADN 

de la proteína de interés mediante la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR). Por ejemplo, empleando oligonucleótidos cebadores apropiados pueden 10 

incorporarse mediante PCR los sitios de reconocimiento y corte de las enzimas 

de restricción II 2 y II 3 en los extremos de la secuencia de ADN que codifica 

para la proteína de interés. La abreviatura Sec, tal y como se emplea en la 

presente descripción, se refiere a una secuencia nucleotídica que codifica para 

la proteína de interés.  15 

 

Otro aspecto de la invención se refiere a un procedimiento para la obtención de 

un vector de expresión de una proteína recombinante sin aminoácidos 

adicionales (de ahora en adelante, procedimiento cuarto de la invención), que 

comprende:  20 

 

a) digerir con la enzima de restricción IIS el vector segundo o tercero de la 

invención, y 

 

b) religar el vector obtenido en el paso (a). 25 

 

El adaptador de la invención se diseña de manera que cuando se digiere el 

vector segundo o tercero de la invención con la enzima de restricción IIS, es 

eliminada la secuencia nucleotídica, incluyendo el adaptador, que se encuentra 

entre la secuencia nucleotídica que codifica para la etiqueta de purificación del 30 

vector y la secuencia nucleotídica que comprende la secuencia que codifica 

para la proteína de interés. 
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Por tanto, cuando se religa el vector, no quedan nucleótidos adicionales entre 

el último triplete de la secuencia de ADN que codifica para la etiqueta de 

purificación del vector (Tag) y el primer triplete de la secuencia de ADN que 

codifica para la proteína de interés (Sec), o entre el primer triplete de la 

secuencia de ADN que codifica para la etiqueta de purificación del vector (Tag) 5 

y el último triplete de la secuencia de ADN que codifica para la proteína de 

interés (Sec). Para obtener una proteína de fusión es evidente que la secuencia 

de nucleótidos que codifica para la proteína de interés (Sec) y la secuencia de 

nucleótidos que codifica para la etiqueta de purificación (Tag) deben 

encontrarse en el marco de lectura correcto y no debe existir ningún codón de 10 

terminación entre ambas.  

 

Otro aspecto de la invención se refiere a un vector obtenible por el 

procedimiento cuarto de la invención (de ahora en adelante, vector cuarto de la 

invención o vector de expresión de una proteína recombinante sin aminoácidos 15 

adicionales). 

 

Otro aspecto de la invención se refiere a una célula huésped que comprende el 

vector cuarto de la invención (de ahora en adelante, célula huésped cuarta de 

la invención). 20 

 

Otro aspecto de la invención se refiere a una proteína de fusión expresada por 

la célula huésped cuarta de la invención (de ahora en adelante, proteína de 

fusión de la invención). 

 25 

Otro aspecto de la invención se refiere a un procedimiento para la obtención de 

una proteína recombinante sin aminoácidos adicionales (de ahora en adelante, 

procedimiento quinto de la invención), que comprende: 

 

a) purificar la proteína de fusión de la invención, y 30 

b) eliminar la etiqueta de purificación de la proteína de fusión del paso (a) 

mediante una proteasa. 
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Otro aspecto de la invención se refiere a la proteína recombinante sin 

aminoácidos adicionales obtenible por el procedimiento quinto de la invención. 

 

Los términos “secuencia de aminoácidos” o “proteína” se usan aquí de manera 

intercambiable y se refieren a una forma polimérica de aminoácidos de 5 

cualquier longitud, que pueden estar, o no, química o bioquímicamente 

modificados. 

 

Los términos “secuencia nucleotídica”, “secuencia de nucleótidos”, “ácido 

nucleico”, “oligonucleótido” y “polinucleótido” se usan aquí de manera 10 

intercambiable, y se refieren a una forma polimérica de nucleótidos de 

cualquier longitud, que pueden estar, o no, química o bioquímicamente 

modificados. Preferiblemente, los nucleótidos son desoxinucleótidos, y la 

secuencia nucleotídica es un molécula de ADN de doble cadena. Esta 

secuencia nucleotídica puede obtenerse, por ejemplo, a partir de ARN de 15 

cadena simple por procedimientos estándar de transcripción inversa. 

 

La expresión “sin aminoácidos adicionales”, tal y como se utiliza en la presente 

descripción, se refiere a que la proteína de interés una vez expresada, 

purificada y procesada mediante una proteasa tiene la secuencia de 20 

aminoácidos de la proteína nativa, es decir, no tiene ningún aminoácido 

adicional producto de la expresión de una secuencia de nucleótidos 

incorporada como consecuencia del procedimiento de clonación. 

 

Los términos “adaptador” o “casette”, tal y como se utilizan en la presente 25 

descripción, se refieren a una secuencia nucleotídica que contiene idealmente 

los sitios de reconocimiento de enzimas de restricción de tipo IIS (R IIS 1 y R 

IIS 2) en sentidos opuestos y colocados estratégicamente para el fin descrito. 

En una realización preferida el adaptador además comprende un sitio de 

reconocimiento para una enzima de restricción (Rc) que no esté presente en el 30 

vector para detectar la inserción de este adaptador en el vector. El tamaño del 

adaptador es función de los sitios de reconocimiento de la enzimas IIS 
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seleccionadas, de la distancia a la que han de cortar que depende del vector 

utilizado y del sitio de reconocimiento de la enzima empleada para detectar la 

inserción del adaptador en el vector. La adición de nucleótidos sin función 

definida puede dar lugar a adaptadores muy largos que encarecerían su 

síntesis.  5 

 

El término “proteína recombinante”, tal y como se utiliza en la presente 

descripción se refiere a una proteína codificada por un ADN recombinante. El 

término “ADN recombinante”, tal y como se utiliza en la presente descripción se 

refiere a una molécula de ADN formado por recombinación de orígenes 10 

diferentes. La expresión “recombinación”, tal y como se utilizan en la presente 

descripción se refiere a la unión de moléculas de ADN para dar lugar a nuevas 

combinaciones, ya sea biológicamente o por medio de la manipulación en 

laboratorio (por ejemplo, mediante ingeniería genética).  

 15 

Los términos “enzima de restricción” o “endonucleasa de restricción”, tal y 

como se utiliza en la presente descripción, se refiere a una enzima que puede 

reconocer una secuencia característica de nucleótidos dentro de una molécula 

de ADN (de ahora en adelante, sitio de reconocimiento) y cortar el ADN en ese 

punto en concreto o en un sitio no muy lejano a éste (de ahora en adelante, 20 

sitio de corte).  

 

El término “enzima de restricción de tipo II”, tal y como se utiliza en la presente 

descripción, se refiere a un tipo de enzima de restricción que sólo tiene 

actividad de restricción (carece de actividad de modificación), únicamente 25 

requiere Mg++ como cofactor (no requiere de cofactores como ATP o S-

adenosilmetionina), y corta al ADN en el sitio de reconocimiento. Tal y como se 

utiliza en la presente descripción, el término “enzima de restricción de tipo II” 

excluye las enzimas de restricción de tipo IIS. Las enzimas de restricción 

denominadas en la presente descripción como enzimas II 1, II 2 y II 3 son 30 

enzimas de restricción de tipo II. Las abreviaturas R II 1, R II 2 y R II 3, tal y 

como se emplean en la presente descripción, se refieren a sitios de 
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reconocimiento para las enzimas II 1, II 2 y II 3, respectivamente. Las 

abreviaturas E II 1, E II 2 y E II 3, tal y como se emplean en la presente 

descripción, se refieren a extremos compatibles con los extremos generados 

por las enzimas II 1, II 2 y II 3, respectivamente. 

 5 

El término “enzima de restricción de tipo IIS”, tal y como se utiliza en la 

presente descripción se refiere a un tipo de enzima de restricción que sólo tiene 

actividad de restricción (carece de actividad de modificación), únicamente 

requiere Mg++ como cofactor (no requiere de cofactores como ATP o S-

adenosilmetionina), y corta al ADN en un sitio distinto del sitio de 10 

reconocimiento. La enzima de restricción denominada en la presente 

descripción como enzima IIS es un enzima de restricción de tipo IIS. Las 

abreviaturas R IIS 1 y R IIS 2, tal y como se emplean en la presente 

descripción, se refieren a dos sitios de reconocimiento para la enzima IIS 

orientados en sentido contrario. 15 

 

El mecanismo de corte de ADN por la enzima de restricción se realiza a través 

de la ruptura de dos enlaces fosfodiéster en la doble cadena, lo que da lugar a 

dos extremos de ADN. Según el tipo de enzima, se pueden generar extremos 

cohesivos o extremos romos. 20 

 

El término “extremos compatibles”, tal y como se utiliza en la presente 

descripción se refiere a extremos de dos moléculas de ADN de doble cadena 

distintas que pueden ser ligados entre sí. 

 25 

Los extremos romos son generados cuando la enzima corta las dos cadenas 

de ADN por el mismo lugar, generando dos extremos de doble cadena. Los 

extremos romos pueden ser ligados a otros extremos romos cualesquiera, es 

decir, un extremo romo es compatible con cualquier otro extremo romo. La 

reacción de ligación entre dos extremos romos ocurre por lo general con menor 30 

eficacia que la reacción de ligación entre dos extremos cohesivos. En resumen, 

las enzimas de corte romo proporcionan alta versatilidad, pero baja eficacia 
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para la generación de ADN recombinante aunque también pueden ser 

utilizadas para la clonación y expresión de proteínas. 

 

Los extremos cohesivos son generados cuando la enzima corta las dos hebras 

asimétricamente, dejando dos extremos de cadena simple complementarios 5 

entre sí. La complementariedad de bases en los extremos cohesivos facilita la 

unión de los fragmentos; de manera que las moléculas de ADN cortadas con 

un determinado enzima de restricción de corte cohesivo tienen extremos 

compatibles con otras moléculas cortadas con el mismo enzima de restricción 

de corte cohesivo o con otro enzima de restricción de corte cohesivo que 10 

genere extremos de cadena simple idénticos. Los cortes cohesivos tienen por 

tanto dos propiedades importantes en clonación: especificidad (sólo se pueden 

religar con extremos cohesivos idénticos) y eficacia (la complementariedad de 

bases en los extremos cohesivos facilita la unión de las moléculas de ADN 

generadas por el corte mediante puentes de hidrógeno que facilitan la reacción 15 

de ligación). 

 

 En una realización preferida de cualquiera de los aspectos de la presente 

invención, las enzimas de restricción de tipo II (II 1, II 2 y/o II 3) son enzimas de 

restricción de corte cohesivo. Por tanto, en una realización preferida, los 20 

extremos del adaptador o los extremos de la secuencia de ADN de doble 

cadena que comprende la secuencia que codifica para la proteína de interés 

son extremos compatibles con lo extremos cohesivos generados por las 

enzimas de restricción II 1, II 2 y/o II 3 (E II 1, E II 2 y/o E II 3) en los vectores 

de la invención. 25 

 

Algunos ejemplos de enzimas de restricción de tipo II que tienen extremos 

romos son, pero sin limitarse, FspI, HindII, EcoRV, HpaI, MscI, NaeI, NruI, 

PvuII, Seal, SfoI, SmaI, SnaBi o StuI. 

 30 

Algunos ejemplos de enzimas de restricción de tipo II que tienen extremos 

cohesivos son, pero sin limitarse, Acc651, AclI, AgeI, ApaLI, ApoI, AscI, AsiSI, 
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AvrII, BamHI, BclI, BfaI, BglII, BsaWI, BsiW, BspEI, BspHI, BssHI, BsrGI, BstBI, 

BstYI, ClaI, EaeI, EagI, EcoRI, HpaII, HinPlI, MfeI, Mlul, MseI, Narl, NcoI, NdeI, 

NheI, NotI, NsiI, PacI, PciI, PspXI, PstI, PvuI, RcaI, SalI, SbfI, SfcI, SpeI, XbaI, 

XhoI o XmaI. Los sitios de reconocimiento y de corte de dichas enzimas son 

conocidos en el estado de la técnica. 5 

 

Algunos grupos de enzimas de restricción de tipo II que tienen extremos 

cohesivos compatibles son, por ejemplo, pero sin limitarse, BglII, BamHI, BclI y 

BstYI; EcoRI, MfeI y ApoI; PstI, NsiI y SbfI ; ApaLI y SfcI; NcoI, BspHI, RcaI y 

PciI ; SpeI, NheI, XbaI y AvrII; Acc651, BsiWI y BsrGI; AclI, ClaI, BstBI, HinPlI, 10 

HpaII, y Narl AgeI, XmaI, BsaWI y BspEI; MluI, AscI y BssHI; AscI, NdeI, MseI y 

BfaI; PvuI, PacI y AsiSI; EaeI, EagI y NotI; o XhoI, PspXI y SalI.  

 

Algunos ejemplos de enzimas de restricción de tipo IIS son, pero sin limitarse, 

Aarl, Acc36I, Acelll, AcIWI, AIoI, AIwI, Alw26I, AIwXI, AsuHPI, Bael, Bbr7I, Bbsl, 15 

Bbvl, BbvII, Bbvl16II, BccI, Bce83I, BceAI, Bcefl, Bcgl, BciVI, Bco5l, Bco116I, 

BcoKI, Bfil, Bful, BfuAI, Binl, Bli736I, Bme585I, Bmrl, Bmul, Bpil, Bpml, BpuAI, 

BpuEI, BpuSI, Bsal, BsaXI, BscAI, BseMII, BseRI, Bsgl, BsmAI, BsmFI, Bsp24I, 

BspCNI, BspMI, BsrDI, BstF5l, BtgZI, Btsl, Cjel, CjePI, CspCI, CstMI, Ecil, 

Eco31I, Eco57I, Eco57MI, Esp3I, FalI, Faul, Fokl, Gsul, HaelV, Hgal, Hin4I, 20 

Hphl, HpyAV, Ksp632I, MboII, MIyI, Mmel, MnII, PIeI, PpiI, Psrl, RIeAI, Sapl, 

SfaNI, SspD5l, Sthl32I, Stsl, Taqll, TspDTI, TspGWI, Tstl  o Tth111Il. Los sitios 

de reconocimiento y de corte de dichas enzimas son conocidos en el estado de 

la técnica.  

 25 

La expresión “orientados en distinto sentido”, tal y como se utiliza en la 

presente descripción, se refiere a la capacidad de las enzimas de restricción  

de tipo IIS de cortar la secuencia de ADN a cierta distancia del punto de 

reconocimiento y a un solo lado de éste. Orientando la secuencia de 

reconocimiento en dirección 5’ a 3’ o 3’ a 5’ se consigue que estos enzimas 30 

corten a cierta distancia en la secuencia de ADN relativo al punto de 

reconocimiento. La orientación de la secuencia de reconocimiento determina 
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exactamente el punto de corte del enzima de restricción de tipo IIS. Por tanto, 

se puede diseñar el punto exacto donde ha de estar el sitio de reconocimiento 

para que el corte se produzca en el lugar necesario. De esta forma se pueden 

obtener dos cortes fuera de la secuencia del casette introducido y en los puntos 

de corte necesarios para el diseño experimental deseado consiguiéndose la 5 

eliminación de nucleótidos y codones adicionales. 

 

El término “vector de clonación”, tal y como se utiliza en la presente 

descripción, se refiere a una molécula de ADN en la que se puede integrar otro 

molécula de ADN, sin que pierda la capacidad de autorreplicación. Ejemplos de 10 

vectores de expresión son, pero sin limitarse, plásmidos, cósmidos, fagos de 

ADN o cromosomas artificiales de levadura.  

 

El término vector de “expresión”, tal y como se utiliza en la presente 

descripción, se refiere a un vector de clonación adecuado para expresar un 15 

ácido nucleico que ha sido clonado en el mismo tras ser introducido en una 

célula, denominada célula huésped. Dicho ácido nucleico se encuentra, por lo 

general, unido operativamente a secuencias de control. 

 

Ejemplos de vectores de expresión que pueden emplearse en el paso (a) del 20 

procedimiento segundo o en el paso (b) del procedimiento tercero, son pero sin 

limitarse, los de la familia de vectores pGEX (de GE Healthcare), los de la 

familia de vectores pALEX (de Biomedal), los de la familia de vectores pDEST, 

la familia de vectores, plEx, pTriEx, pBiEx o pBAC (Novagen), el vector pKLAC 

(New England Biolabs), los de la familia de vectores pET (por ejemplo, de), los 25 

de la familia de vectores pAdVAntage (Promega), los de la familia de vectores 

pFLAG (Sigma-Aldrich) o los de la familia de vectores pBacPak (Clontech). 

 

Los vectores primero, segundo, tercero o cuarto de la invención generados 

mediante los procedimientos primero segundo o tercero, a partir del vector de 30 

expresión empleado en el paso (a) del procedimiento segundo o en el paso (b) 

del procedimiento tercero, son asimismo vectores de expresión. 
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El termino “expresión” se refiere al proceso por el cuál se sintetiza un 

polipéptido a partir de un polinucleótido. Incluye la transcripción del 

polinucleótido en un ARN mensajero (ARNm) y la traducción de dicho ARNm 

en una proteína o un polipéptido. La expresión puede tener lugar, por ejemplo, 

en una célula huésped, pero también mediante cualquier proceso de expresión 5 

proteica in vitro. 

 

El término “célula huésped”, tal y como se utiliza en la presente descripción se 

refiere a cualquier organismo procariota o eucariota que es recipiente de un 

vector de expresión, de clonación o de cualquier otra molécula de ADN. Las 10 

células huésped pueden ser células procarióticas como, por ejemplo, pero sin 

limitarse, E. coIi, o eucarióticas como, por ejemplo, pero sin limitarse, células 

de levadura, insecto, anfibio o células de mamífero. 

 

Los vectores de la presente invención pueden ser introducidos en una célula 15 

huésped mediante transformación o transfección. El término "transformación", 

tal y como se utiliza en la presente descripción, se refiere a la introducción de 

un ácido nucleico exógeno al interior de una célula procariota. El término 

"transfección", tal y como se utiliza en la presente descripción, se refiere a la 

introducción de un ácido nucleico exógeno al interior de una célula eucariota. 20 

 

El término “secuencia de control”, tal y como se utiliza en la presente 

descripción se refiere a secuencias nucleotídicas que son necesarias para 

efectuar la expresión de las secuencias a las que están ligadas. Se pretende 

que el término “secuencias de control” incluya, como mínimo, todos los 25 

componentes cuya presencia es necesaria para la expresión, y también puede 

incluir componentes adicionales cuya presencia sea ventajosa. Ejemplos de 

secuencias de control, son por ejemplo, pero sin limitarse, promotores, señales 

de inicio de la transcripción, señales de terminación de la transcripción, señales 

de poliadenilación o activadores transcripcionales.  30 
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La expresión “unidos operativamente”, tal y como se utiliza en la presente 

descripción, se refiere a una yuxtaposición en la que los componentes así 

descritos tienen una relación que les permite funcionar en la manera 

intencionada. Una secuencia de control “unida de forma operativa” a un 

polinucleótido, está ligada de tal manera que la expresión de la secuencia 5 

codificadora se consigue en condiciones compatibles con las secuencias de 

control. 

 

Como se usa aquí, el término “promotor” hace referencia a una región del ADN, 

generalmente “aguas arriba” o “upstream” del punto de inicio de la 10 

transcripción, que es capaz de iniciar la transcripción en una célula. Este 

término incluye, por ejemplo, pero sin limitarse, promotores constitutivos, 

promotores específicos de tipo celular o de tejido o promotores inducibles o 

reprimibles.  

 15 

Las secuencias de control dependen del origen de la célula en la que se quiere 

expresar el ácido nucleico. Ejemplos de promotores procariotas incluyen, por 

ejemplo, pero sin limitarnos, los promotores de los genes trp, recA, lacZ, lacI, 

tet, gal, trc, o tac de E. coli, o el promotor del gen α-amilasa de B. subtilis. Para 

la expresión de un ácido nucleico en una célula procariota también es 20 

necesaria la presencia de un sitio de unión ribosomal situado “upstream” de la 

secuencia codificante. Secuencias de control apropiadas para la expresión de 

un polinucleótido en células eucariotas son asimismo conocidas en el estado 

de la técnica. 

 25 

La expresión “clonar”, “clonación” o “clonado”, tal y como se utilizan en la 

presente descripción, se refieren a la inserción de un molécula de ADN en un 

vector de clonación. 

 

La expresión “digerir”, “digestión” o “restricción”, tal y como se utiliza en la 30 

presente descripción, se refieren al corte de una molécula de ADN mediante, al 

menos, un enzima de restricción. La digestión de una molécula de ADN tiene 
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lugar cuando se pone en contacto dicho ADN con, al menos, un enzima de 

restricción, en un tampón, y a una temperatura apropiados para que la enzima 

inicie el proceso de digestión, cortando el ADN en varios fragmentos o 

moléculas de ADN. 

 5 

Las expresiones “ligar”, “ligación” o “ligado”, tal y como se utilizan en la 

presente descripción, se refieren a la unión de forma covalente de dos 

moléculas de ADN. Estas expresiones incluyen a la inserción de una molécula 

de ADN dentro de un vector de clonación previamente linearizado mediante su 

digestión con enzimas de restricción; que tiene como resultado es un vector 10 

recombinante y circular. Asimismo, estas expresiones incluyen las expresiones 

religar, religación o religado. Las expresiones “religar”, “religación” o “religado”, 

tal y como se utilizan en la presente descripción, se refieren a la unión de forma 

covalente de dos extremos de un vector de clonación linearizado previamente 

mediante su digestión con enzimas de restricción; que tiene como resultado es 15 

un vector circular.  La reacción de ligación la lleva a cabo una enzima ligasa de 

ADN, que cataliza la formación de un enlace fosfodiéster entre el 5’ de un 

fosfato y el 3’ de un nucleótido. La ligasa de ADN usada más habitualmente es 

la ligasa de ADN del fago T4, que requiere ATP como cofactor y que puede 

reparar tanto extremos cohesivos como extremos romos, sin embargo, otras 20 

ligasas de ADN descritas en el estado de la técnica también pueden ser 

empleadas para llevar a cabo los procedimientos primero, segundo o tercero de 

la presente invención. 

 

Los términos “etiqueta de purificación” o “etiqueta de afinidad”, tal y como se 25 

utilizan en la presente descripción, se refieren a una secuencia de aminoácidos 

que ha sido incorporada (generalmente, por ingeniería genética) a una proteína 

para facilitar su purificación. La etiqueta puede ser, por ejemplo, otra proteína o 

una secuencia corta de aminoácidos. Algunos ejemplos de etiquetas de 

purificación conocidos en el estado de la técnica son, pero sin limitarse: péptido 30 

de unión a calmodulina (CBP), enzima glutatión-S-transferasa (GST), proteína 

de unión a maltosa (MBP), estreptoavidina, tiorredoxina, proteína fluorescente 
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verde (GFP), His-tag, Streptag, c-Myc, Flag, o HA. La abreviatura Tag, tal y 

como se emplea en la presente descripción, se refiere a una secuencia 

nucleotídica que codifica para la etiqueta de purificación.  

 

Las expresiones “purificar” o “purificación”, tal y como se utilizan en la presente 5 

descripción, se refieren a la separación de la proteína de fusión de la invención 

de una mezcla compleja de proteínas extraída de la célula cuarta de la 

invención. La extracción de la mezcla compleja de proteínas de la célula cuarta 

generalemente requiere la homogenización del tejido, por ejemplo, pero sin 

limitarse, mecánicamente, enzimáticamente, mediante choque osmótico o 10 

sonicación, en un tampón de extracción adecuado para estabilizar las proteínas 

y/o evitar la acción de proteasas. Una vez obtenida la mezcla compleja de 

proteínas de la célula cuarta, la purificación puede ser llevada a cabo mediante 

diferentes métodos conocidos en el estado de la técnica como, por ejemplo, 

pero sin limitarse, inmunoprecipitación, métodos electroforéticos o métodos 15 

cromatográficos. Algunos métodos cromatográficos son, por ejemplo, pero sin 

limitarse, cromatografía de exclusión molecular, cromatografía de intercambio 

iónico, cromatografía hidrofóbica o cromatografía de afinidad.  

 

La expresión “proteína de fusión”, tal y como se utiliza en la presente 20 

descripción, se refiere a una proteína que comprende o está constituida por la 

secuencia de aminoácidos de la proteína de interés y la secuencia de 

aminoácidos de la etiqueta de purificación. Se origina por expresión de un ADN 

recombinante en el que la secuencia nucleotídica que codifica la proteína de 

interés se encuentra en el marco de lectura apropiado de la secuencia 25 

nucleotídica que codifica para la etiqueta de purificación.  

 

Los términos “proteasa” o “peptidasa”, tal y como se utiliza en la presente 

descripción, se refiere a una enzima que cataliza la degradación de proteínas 

por hidrólisis de las uniones peptídicas. Algunos ejemplos proteasas son, pero 30 

sin limitarse, trombina, factor Xa o enteroquinasa. 
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Otro aspecto de la presente invención se refiere a un kit para llevar a cabo 

cualquiera de los procedimientos primero, segundo o tercero de la invención 

que comprende:  

 

a) el adaptador de la invención, y 5 

b) un vector de expresión que comprende: 

 

i) una secuencia que codifica para una etiqueta de purificación, y 

ii) tres sitios de reconocimiento de enzimas de restricción de tipo II 

(R II 1,  R II 2 y R II 3) en el siguiente orden 5 ’- R II 1 - R II 2 - R II 10 

3 - Tag - 3’. 

 

Otro aspecto de la presente invención se refiere a un kit para llevar a cabo el 

procedimiento cuarto: 

 15 

a) el vector primero, segundo o tercero de la invención, y 

a) una proteasa. 

 

Dicho kit puede comprender además, sin ningún tipo de limitación, tampones, 

cebadores, polimerasas, cofactores para obtener una actividad óptima de 20 

éstas, agentes para prevenir la contaminación, etc. Por otro lado el kit puede 

incluir todos los soportes y recipientes necesarios para su puesta en marcha y 

optimización. Preferiblemente, el kit comprende además las instrucciones para 

llevar a cabo cualquiera de procedimientos de la invención. 

 25 

A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus 

variantes no pretenden excluir otras características técnicas, aditivos, 

componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas 

y características de la invención se desprenderán en parte de la descripción y 

en parte de la práctica de la invención. Las siguientes figuras y ejemplos se 30 

proporcionan a modo de ilustración, y no se pretende que sean limitativos de la 

presente invención. 
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

 

Figura 1. Muestra un ejemplo de casette o adaptador. Se presenta un caso en 

el que la enzima de tipo IIS utilizada es BtgZI y los dos puntos de 

reconocimiento están orientados en distinto sentido (indicado por las flechas 5 

horizontales). Las flechas verticales indican los puntos de corte de dicho 

enzima de restricción. 

 

Figura 2. Muestra un ejemplo del  proceso de diseño, inserción y clonación de 

un gen de interés utilizando el vector pAlex2a (Biomedal). El producto obtenido, 10 

después de su purificación y digestión con enterokinasa, será la proteína 

recombinante sin ningún aminoácido adicional que no se encuentra en la 

proteína original o nativa. La digestión con enterokinasa elimina la proteína 

fusionada LYTAG. Este diseño utiliza dos puntos de corte de la enzima de tipo 

IIS, BtgZI. El proceso de inserción del casette en el vector de clonación y 15 

expresión se describe en la Figura 2A mientras que el proceso de clonación de 

un gen de interés se describe en la Figura 2B. 

 

Figura 3. Muestra un ejemplo del proceso de diseño, inserción y clonación de 

un gen de interés utilizando el vector pGEX-5X-1 (GE Healthcare). El producto 20 

obtenido, después de su purificación y digestión con Factor Xa, será la proteína 

recombinante sin ningún aminoácido adicional que no se encuentra en la 

proteína original o nativa. La digestión con la proteasa Factor Xa elimina la 

proteína fusionada GST. Este diseño utiliza dos puntos de corte de la enzima 

de tipo IIS, BtgZI. El proceso de inserción del casette en el vector de clonación 25 

y expresión se describe en la Figura 3A mientras que el proceso de clonación 

de un gen de interés se describe en la Figura 3B. 

 

EJEMPLOS  

 30 

Los siguientes ejemplos específicos que se proporcionan en este documento 

de patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invención. Estos 
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ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser 

interpretados como limitaciones a la invención que aquí se reivindica. Por tanto, 

los ejemplos descritos más adelante ilustran la invención sin limitar el campo de 

aplicación de la misma. 

 5 

EJEMPLO 1. Diseño de un adaptador con dos sitios de reconocimiento de 

tipo IIS para la enzima BtgZI orientados en distinto sentido. 

 

El diseño del casette ha de tener en cuenta que los puntos de reconocimiento 

de las enzimas de restricción tipo IIS han de orientarse hacia los extremos 10 

exteriores de la secuencia del casette y dirijan el corte al punto exacto del 

vector de expresión. De este modo el primer codon (que codifica para la 

metionina) en el gen a expresar quede inmediatamente detrás de la secuencia 

de la etiqueta de purificación que se eliminará con la proteasa adecuada tras el 

proceso de purificación de la proteína expresada. El ejemplo presentado 15 

(Figura 1) corresponde a un caso aplicado para modificar el vector pALEX2a 

(Biomedal) (Figura 2A). Es muy importante tener en cuenta el número de 

nucleótidos que serán eliminados al digerir con el enzima de restricción de tipo 

IIS seleccionado y comprobar que el punto de corte será en el punto necesario 

como se ha mencionado. 20 

 

EJEMPLO 2.  Diseño, inserción y clonación de un gen de interés utilizando 

el vector pAlex2a (Biomedal).  

 

Este ejemplo permite demostrar que un vector de expresión como pALEX2a 25 

(Biomedal) se puede modificar con el fin de obtener la expresión de proteínas 

recombinantes sin ningún aminoácido adicional, es decir, exactamente 

idénticas a las proteínas nativas. Para ello, se procedió a digerir el vector 

pALEX2a con las enzimas PshAI y EcoRV (ambos dan lugar a extremos 

romos) y se volvió a clonar de forma que se eliminó el fragmento comprendido 30 

entre los puntos de corte de estos dos enzimas. El vector obtenido se digirió 

con BamHI y AscI para insertar en ese punto un casette previamente diseñado. 
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Este casette contiene dos puntos de reconocimiento del enzima BtgZI 

orientados en distinto sentido, es decir con la secuencia de reconocimiento 

orientada en dirección 5’-3’ en distinta hebra del ADN (indicado con flechas 

horizontales en la Figura 2A). Este casette también contiene un punto de 

reconocimiento y de corte del enzima de restricción NdeI, no encontrado en el 5 

resto del vector pALEX2a que puede ser utilizado para comprobar por digestión 

con este enzima la presencia de este casette en los clones que se obtienen y 

evaluar de este modo si la clonación ha ocurrido de modo satisfactorio. Los 

extremos cohesivos del casette han sido diseñados para adaptarse a los 

extremos cohesivos dejados por los enzimas BamHI y AscI en donde se 10 

insertará en el vector modificado. Tras ligación y clonación del casette en el 

vector modificado se obtiene un vector listo para la inserción de genes que 

codifiquen proteínas en los puntos de clonación situados más adelante en la 

secuencia del vector. En este caso se seleccionó el punto entre los enzimas 

AscI y HindIII. El gen a insertar se amplificó por PCR con los primers mostrados 15 

en la Figura 2B que llevan adicionados puntos de reconocimiento de estos dos 

enzimas para su clonación direccional en ese punto y de forma que el enzima 

BtgZI dirigido hacia el gen insertado corte en el punto exacto para lograr la 

expresión de un gen sin ningún aminoácido adicional e indeseado. Tras la 

clonación y expresión del gen de interés, este gen es purificado utilizando la 20 

etiqueta de purificación propia del vector pALEX2a, LYTAG. Una vez purificado, 

se digerirá con enterokinasa para eliminar esta etiqueta de purificación y 

obtener el gen deseado sin modificación alguna con respecto a la proteína 

nativa. 

 25 

El procedimiento seguido se basa en métodos estándar comunes en cualquier 

laboratorio de biología molecular o biotecnología, utilizando procedimientos 

típicos de ligación, clonación y digestión de ADN con enzimas de restricción. 

Este procedimiento se esquematiza en la figura 2 para un caso práctico que se 

ha desarrollado a modo de ejemplo de la presente invención.   30 
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EJEMPLO 3.  Diseño, inserción y clonación de un gen de interés utilizando 

el vector pGEX-5X-1 (GE Healthcare).  

 

El ejemplo 3 es otro caso de la aplicación de los procedimientos presentados 

en esta invención. Este caso de aplicación se ha llevado a cabo con el vector 5 

pGEX-5X-1 (GE Healthcare). 

 

Para ello, se procedió a digerir el vector pGEX-5X-1 con las enzimas BamHI y 

EcoRI para insertar en ese punto un casette previamente diseñado. Este 

casette contiene dos puntos de reconocimiento del enzima BtgZI orientados en 10 

distinto sentido, es decir con la secuencia de reconocimiento orientada en 

dirección 5’-3’ en distinta hebra del ADN (indicado con flechas horizontales en 

la Figura 3A). Este casette también contiene puntos de reconocimiento y de 

corte de los enzimas de restricción NdeI y KpnI, no encontrados en el resto del 

vector pGEX-5X-1 que pueden ser utilizados para comprobar por digestión con 15 

este enzima la presencia de este casette en los clones que se obtienen y 

evaluar de este modo si la clonación ha ocurrido de modo satisfactorio. El 

punto de reconocimiento y corte del enzima BamHI se añade para satisfacer 

las distancias necesarias para los puntos de corte del enzima BtgZI y para 

utilizarlo como punto de inserción del gen a expresar. Los extremos cohesivos 20 

del casette han sido diseñados para adaptarse a los extremos cohesivos 

dejados por los enzimas BamHI y EcoRI en donde se insertará en el vector 

modificado. Tras ligación y clonación del casette en el vector modificado se 

obtiene un vector listo para la inserción de genes que codifiquen proteínas en 

los puntos de clonación situados más adelante en la secuencia del vector. En 25 

este caso se seleccionó el punto entre los enzimas BamHI y SalI. El gen a 

insertar se amplificó por PCR con los primers mostrados en la Figura 3B que 

llevan adicionados puntos de reconocimiento de estos dos enzimas para su 

clonación direccional en ese punto y de forma que el enzima BtgZI dirigido 

hacia el gen insertado corte en el punto exacto para lograr la expresión de un 30 

gen sin ningún aminoácido adicional e indeseado. Tras la clonación y expresión 

del gen de interés, este gen es purificado utilizando la etiqueta de purificación 
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propia del vector pGEX-5x-1. Una vez purificado, se digerirá con la proteasa 

Factor Xa  para eliminar esta etiqueta de purificación y obtener el gen deseado 

sin modificación alguna con respecto a la proteína nativa. 

 

El procedimiento seguido se basa en métodos estándar comunes en cualquier 5 

laboratorio de biología molecular o biotecnología, utilizando procedimientos 

típicos de ligación, clonación y digestión de ADN con enzimas de restricción. 

Este procedimiento se esquematiza en la figura 3 para un caso práctico que se 

ha desarrollado a modo de ejemplo de la presente invención.   

 10 

Brevemente, los pasos a seguir consisten en lo siguiente: 

 

1. Construcción de secuencias adecuadas que constituyen el casette. Los 

oligonucleótidos correspondientes a cada hebra del casette a construir se 

sintetizan comercialmente (en nuestro caso se encargó a la compañía 15 

Invitrogen), luego se hibridan para obtener el ADN de doble hebra que 

constituirá el casette. Para la hibridación de estos dos oligonucleótidos, primero 

se calienta a 95ºC una mezcla equimolar de ambos oligonucleótidos en tampón 

Tris-HCl (10 mM, pH 8.0) y se enfrían lentamente hasta alcanzar temperatura 

ambiente. A la hora de diseñar estos casettes han de tenerse en cuenta la 20 

posición y orientación de las secuencias de reconocimiento y los puntos de 

corte del (de las) enzima(s) de restricción de tipo IIS, las posiciones de 

inserción del gen a expresar (específicamente del codón de iniciación), así 

como del punto de corte de la proteasa que separará la proteína fusionada que 

facilita la purificación de la proteína recombinante. 25 

 

2. Inserción del casette en un vector de clonación adecuado para la expresión 

de genes. Para ello, simplemente se abre el vector por digestión con enzimas 

de restricción que darán lugar a las secuencias complementarias que lleva el 

casette de forma que este se insertará direccionalmente. A continuación, una 30 

reacción de ligación típica, con ligasa del fago T4 da lugar al vector listo para 

su transformación en las células huésped. En nuestro caso, Escherichia coli. 
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3. El vector con el casette insertado se utilizaría para insertar el gen 

recombinante cuya proteína se desea expresar. Para ello se siguen métodos 

convencionales en biotecnología. 

 

4. Una vez el gen ha sido insertado, se ha de digerir con la enzima de 5 

restricción de tipo IIS cuyos puntos de reconocimiento lleva el casette. El 

producto de la digestión se religa con ligasa del fago T4 y se transforma en la 

célula huésped. El resultado es que tras esta última digestión con enzimas de 

restricción del tipo IIS se eliminan los nucleótidos que darían lugar a la 

incorporación de aminoácidos adicionales en la proteína final. La proteína 10 

recombinante resultante será idéntica a la proteína nativa ya que no poseerá 

ningún aminoácido adicional. 

 

El diseño del casette es muy sencillo y las únicas consideraciones que han de 

seguirse es que lleve dos puntos de reconocimiento de la enzima de tipo IIS a 15 

utilizar, orientados en sentido contrario, y cuyos puntos de corte coincidan con 

los lugares necesarios para que al religarse den lugar a que el triplete 

correspondiente al primer aminoácido a sintetizar sea ATG (correspondiente a 

la Metionina). 

 20 

Este procedimiento se esquematiza en las figuras 2 y 3 para dos casos 

prácticos que se han desarrollado a modo de ejemplos de la presente 

invención.   
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REIVINDICACIONES 

 

1. Adaptador para la obtención de una proteína recombinante sin aminoácidos 

adicionales que consiste en una secuencia de ADN de doble cadena que 

comprende: 5 

 

i) dos extremos compatibles con extremos de un vector generados 

por enzimas de restricción de tipo II (E II 1 y E II 2), y 

ii) dos sitios de reconocimiento de para una enzima de restricción de 

tipo IIS (R IIS 1 y R IIS 2) orientados en distinto sentido, 10 

 

en el siguiente orden 5’ - E II 1 - R IIS 1 - R IIS 2 - E II 2 - 3’. 

 

2. Procedimiento de obtención de un vector que comprende:  

 15 

a) digerir con las enzimas de restricción II 1 y II 2 un vector de expresión 

que comprende: 

 

i) una secuencia que codifica para una etiqueta de purificación 

(Tag), y 20 

ii) tres sitios de reconocimiento de enzimas de restricción de tipo II 

(R II 1, R II 2 y R II 3),  

 

en el siguiente orden 5’ - R II 1 - R II 2 - R II 3 - Tag - 3’. 

 25 

y 

 

1. clonar el adaptador según la reivindicación 1 en el vector obtenido 

en el paso (a). 

 30 

3. Procedimiento según la reivindicación 2, que además comprende:  
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b) obtener una secuencia de ADN de doble cadena que comprende una 

secuencia que codifica para una proteína de interés (Sec) caracterizada 

porque presenta dos extremos compatibles con extremos generados por 

las enzimas de restricción II 2 y II 3 (E II 2 y E II 3) en el siguiente orden 

5 ’- E II 2 - Sec - E II 3 - 3’, 5 

c) digerir con las enzimas de restricción II 2 y  II 3 el vector obtenido en el 

paso (b), y 

d) clonar la secuencia de ADN del paso (c) en el vector obtenido en el paso 

(d). 

 10 

4. Procedimiento según la reivindicación 3, donde los pasos (a) y (b) se llevan 

a cabo después de los pasos (c) a (d). 

 

5. Vector obtenible por el procedimiento según cualquiera de las 

reivindicaciones 2 a 4. 15 

 

6. Célula huésped que comprende un vector según la reivindicación 5. 

 

7. Procedimiento para la obtención de un vector de expresión de una proteína 

recombinante sin aminoácidos adicionales, que comprende:  20 

 

a) digerir con la enzima de restricción IIS el vector según la reivindicación 

5, y 

b) religar el vector del paso (a). 

 25 

8. Vector obtenible por el procedimiento según la reivindicación 7. 

 

9. Célula huésped que comprende un vector según la reivindicación 8. 

 

10. Proteína de fusión expresada por la célula huésped según la reivindicación 30 

9. 
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11. Procedimiento de obtención de una proteína recombinante sin aminoácidos 

adicionales, que comprende: 

 

a) purificar la proteína de fusión según la reivindicación 10, y 

b) eliminar la etiqueta de purificación de la proteína de fusión del paso (a) 5 

mediante una proteasa. 

 

12. Proteína recombinante sin aminoácidos adicionales obtenible por el 

procedimiento según la reivindicación 11. 

 10 

13. Kit para llevar a cabo los procedimiento según cualquiera de las 

reivindicaciones 2, 3 o 7 que comprende: 

 

a) el adaptador según la reivindicación 1, y 

b) un vector de expresión que comprende: 15 

 

i) una secuencia que codifica para una etiqueta de purificación 

(Tag), y 

ii) tres sitios de reconocimiento de enzimas de restricción de tipo II 

(R II 1, R II 2 y R II 3), 20 

 

 en el siguiente orden 5’ - R II 1 - R II 2 - R II 3 - Tag - 3’. 

 

14. Kit para llevar a cabo los procedimientos según cualquiera de las 

reivindicaciones 11 que comprende: 25 

 

a) el vector según cualquiera de las reivindicaciones 5 u 8, y 

b) una proteasa. 

 

 30 
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 RESUMEN 

 

Procedimiento para la obtención de un vector de expresión de una 

proteína recombinante sin aminoácidos adicionales. 

 5 

La presente invención se encuadra dentro del campo de la biotecnología. 

Específicamente, se refiere a un procedimiento para la obtención de una 

proteína recombinante sin aminoácidos adicionales, a un adaptador empleado 

para la realización de dicho procedimiento, así como a los vectores obtenidos 

mediante dicho procedimiento, a las células huésped que comprenden estos 10 

vectores y a la proteína recombinante de la expresión de dichas células. 

Finalmente, la invención se refiere a un kit para llevar a cabo el procedimiento 

de la invención.  
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