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Procedimiento para la obtencion de un vector de expresién de una

proteina recombinante sin aminoacidos adicionales.

La presente invencidon se encuadra dentro del campo de la biotecnologia.
Especificamente, se refiere a un procedimiento para la obtencién de una
proteina recombinante sin aminoacidos adicionales, a un adaptador empleado
para la realizacién de dicho procedimiento, asi como a los vectores obtenidos
mediante dicho procedimiento, a las células huésped que comprenden estos
vectores y a la proteina recombinante de la expresion de dichas células.
Finalmente, la invencién se refiere a un kit para llevar a cabo el procedimiento

de la invencién.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La clonacién y expresion de proteinas recombinantes es un paso decisivo para
el estudio y caracterizacion de proteinas. La produccién de proteinas
recombinantes permite obtener un mejor rendimiento y una mayor pureza que
la obtencién de proteinas nativas a partir del organismo que la produce de
forma natural. El disefio de estrategias de clonacion resulta tedioso ya que la
posiciéon del gen que codifica esa proteina ha de insertarse exactamente en el
punto adecuado de forma que la lectura de los tripletes de nucleétidos sea
correcta y se respete la traduccion de los aminoacidos adecuados.

La estrategia de clonacién mas comun en la actualidad es la de fusionar a la
proteina recombinante que se desea obtener a una secuencia de aminoacidos
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 expresién y posterior purificacion de la proteina
recombinante. El empleo de estas proteinas de fusién facilita enormemente la
purificacion de proteinas recombinantes. Sin embargo, un inconveniente de
estas estrategias de clonacién es que incorporan aminoacidos adicionales (no
presentes en la proteina nativa) a la proteina recombinante final. Para reducir el
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efecto de estas adiciones, tras el proceso de purificacion, se elimina una parte
de esa proteina fusionada a la proteina de interés utilizando digestién por
proteasas como la enterokinasa (Biomedal), AKH signal peptide (Novagen) o
Factor Xa (GE Healthcare), entre otras. No obstante, aln después de esta
digestion, el numero de aminoacidos adicionales (no originales) que quedan
fusionados a la proteina deseada ronda entre dos y mas de 30, dependiendo
de lo depurada de la clonacién realizada y del kit de clonacion empleado. Hoy
en dia los kits de clonacién comerciales para la expresién de proteinas
recombinantes de fusién incorporan aminodcidos adicionales en el rango

mencionado.

La adicién de aminoacidos adicionales a las proteinas recombinantes puede
producir comportamientos indeseados y cambios en las propiedades de la
proteina expresada y que se desea estudiar. Por ejemplo, la produccién de
anticuerpos a partir de proteinas recombinantes ha de llevarse a cabo con
proteinas nativas o proteinas recombinantes sin ninguna adicién de
aminoacidos ya que se puede alterar la estructura tridimensional de la proteina
recombinante o afectar los puntos de reconocimiento del anticuerpo, y por
tanto, reducir o anular la eficiencia en la deteccion de la proteina deseada por
parte del anticuerpo. Este problema a menudo obliga a trabajar con proteinas
nativas, lo que dificulta grandemente el proceso de purificacion.

Por tanto, existe la necesidad de disponer de un método de clonacién en el que
la proteina obtenida sea facil de purificar (utilizando proteinas fusionadas o
tags), y que tras la purificacion nos permita eliminar facil y absolutamente todos
los aminoacidos que no pertenezcan a la secuencia aminoacidica de la

proteina original.

EXPLICACION DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un procedimiento para la obtencién de una

proteina recombinante sin aminoacidos adicionales, a un adaptador empleado



10

15

20

25

30

para la realizacion de dicho procedimiento, asi como a los vectores obtenidos
mediante dicho procedimiento, a las células huésped que comprenden estos
vectores, y a la proteina recombinante de la expresion de dichas células.
Finalmente, la invencién se refiere a un kit para llevar a cabo el procedimiento

de la invencion.

Esta invencion proporciona una solucion rapida, versatil y sencilla a la
necesidad de obtener proteinas recombinantes sin aminoacidos adicionales
gue no pertenezcan a la secuencia aminoacidica de la proteina nativa y que
puedan producir cambios o comportamientos indeseados en dichas proteinas.
Los campos de aplicacion de la presente invencién son numerosos ya que en
la actualidad se emplean proteinas recombinantes en muy diversas areas,

como por ejemplo en medicina, farmacia, agricultura o alimentacion.
De manera general, la invencion se refiere a un procedimiento para la
obtencién de una proteina recombinante sin aminoacidos adicionales (de ahora
en adelante, proteina de interés) que puede comprender los siguientes pasos:
A) Obtener:
- un vector de expresion que comprende:
i) una secuencia que codifica para una etiqueta de purificacién (Tag), y
ii) tres sitios de reconocimiento de enzimas de restricciéon de tipo Il (R I
1, RII2y R 3),
en el siguiente orden 5 -RII1-RII2-RII3-Tag-3,
- una secuencia de ADN de doble cadena que comprende una secuencia

que codifica para la proteina de interés (Sec) caracterizada porque

presenta dos extremos compatibles con extremos generados por las
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enzimas de restriccion Il (12 y 11 3) (E 112y E Il 3) en el siguiente orden
5-EIl2-Sec-EIl3-3,

- 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 restriccion de tipo Il (EIl1y E112),y

ii) dos sitios de reconocimiento de un enzima de restriccion de tipo IIS
(RIS 1y RIS 2) orientados en distinto sentido en el siguiente orden
5-EI1-RIS1-RIIS2-Ell2-3.

B) digerir el vector de expresion del paso (A) con las enzimas de restriccion
N1y 12,

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

paso (B),

D) digerir el vector obtenido en el paso (C) con las enzimas de restriccion Il
2y I3,

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

obtenido en el paso (D),

F) digerir el vector obtenido en el paso (E) con la enzima de restriccion 1S,
de manera que es eliminada la secuencia nucleotidica, incluyendo el
adaptador, que se encuentra entre la secuencia nucleotidica que codifica
para la etiqueta de purificacion del vector y la secuencia nucleotidica que

comprende la secuencia que codifica para la proteina de interés,
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G) religar el vector del paso (F) de manera que no quedan nucleétidos
adicionales entre el ultimo o el primer triplete de la secuencia de ADN que
codifica para la etiqueta de purificacion del vector y el primer o el ultimo
triplete de la secuencia de ADN que codifica para la proteina de interés,

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

[) purificar la proteina de fusién expresada en la célula huésped del paso
(H), y

J) eliminar la etiqueta de purificacién de la proteina de fusion del paso (l)
mediante una proteasa, de manera que la proteina resultante es la proteina
de interés nativa, es decir, no tiene ningun aminoacido adicional producto
de la expresion de una secuencia de nucledtidos incorporada como

consecuencia del procedimiento de clonacion.

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

los pasos (D) a (E).

Un primer aspecto de la invencién se refiere a un adaptador para la obtencién
de una proteina recombinante sin aminoacidos adicionales (de ahora en
adelante, adaptador de la invencidn) 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 restriccion de tipo Il (EII1 yE 11 2),y

i) dos sitios de reconocimiento de una enzima de restriccion de tipo 1IS (R
IS 1y RIS 2) orientados en distinto sentido en el siguiente orden 5’ - E
1-RIS1-RIS2-EIll2-3.

El adaptador de la invencién puede obtenerse mediante cualquier método

biolégico o sintético, incluyendo, por ejemplo, pero sin limitarse a, la restricciéon
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de secuencias apropiadas o la hibridacién de oligonucleétidos obtenidos

mediante sintesis quimica directa.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un procedimiento de obtencién de un
vector (de ahora en adelante, procedimiento primero de la invencién) que

comprende:

a) digerir con las enzimas de restriccién Il 1 y Il 2 un vector de expresion
que comprende:

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

ii) tres sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion de tipo |l
(RII1, RI12y R 1l 3) en el siguienteorden5 -RII1-RIl2-RII
3-Tag- 3.

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

Otro aspecto de la invencibn se refiere a un vector obtenible por el
procedimiento primero de la invencién (de ahora en adelante, vector primero de

la invencién).

Otro aspecto de la invencidn se refiere a una célula huésped que comprende el
vector primero de la invencidén (de ahora en adelante, célula huésped primera

de la invencién).

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un procedimiento de obtencién de un
vector (de ahora en adelante, procedimiento segundo de la invencion) que

comprende:



10

15

20

25

30

a) digerir con las enzimas de restriccion 1l 1 y Il 2 un vector de expresién

que comprende:

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

ii) tres sitios de reconocimiento de enzimas de restriccién de tipo Il
(RI1,R1I12y R Il 3) en el siguiente orden5’-RIl1-RIl2-RIl
3-Tag- 3,

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

c) obtener una secuencia de ADN de doble cadena que comprende una
secuencia que codifica para una proteina de interés (Sec) caracterizada
porque presenta dos extremos compatibles con extremos generados por
las enzimas de restriccion 1 2 y [ 3 (E 1l 2 y E Il 3) en el siguiente orden
5-EIl2-Sec-EIl3-3,

d) digerir con las enzimas de restriccion E [l 2y E 1l 3 el vector obtenido en

el paso (b), y

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

(d).

Otro aspecto de la invencibn se refiere a un vector obtenible por el
procedimiento segundo de la invencién (de ahora en adelante, vector segundo

de la invencidn).

Otro aspecto de la invencién se refiere a una célula huésped que comprende el
vector segundo de la invencién (de ahora en adelante, célula huésped segunda

de la invencién).



10

15

20

25

30

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 invencién

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

procedimiento tercero de la invencion) que comprende:

a)

e)

obtener una secuencia de ADN de doble cadena que comprende una
secuencia que codifica para una proteina de interés (Sec) caracterizada
porque presenta dos extremos compatibles con extremos generados por
las enzimas de restriccion 1 2 y [ 3 (E 1l 2 y E Il 3) en el siguiente orden
5-EIl2-Sec-EIl3-3,

digerir con las enzimas de restriccion Il 2 y 1l 3 un vector de expresion

que comprende:

i) una secuencia que codifica para una etiqueta de purificacion

(Tag), y
ii) tres sitios de reconocimiento de enzimas de restriccién de tipo Il

(1, M2y Il 3)en el siguiente orden5°’-RII1-RII2-R1I3-
Tag - 3,

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

(),

digerir con las enzimas de restricciéon 1l 1 y 1l 2 el vector obtenido en el

paso (c), y

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

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

procedimiento tercero de la invencidén (de ahora en adelante, vector tercero de

la invencién).
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Otro aspecto de la invencidn se refiere a una célula huésped que comprende el
vector tercero de la invencién (de ahora en adelante, célula huésped tercera de

la invencién).

La secuencia de ADN de doble cadena que comprende la secuencia que
codifica para la proteina de interés (Sec) puede obtenerse mediante cualquier
método bioldgico o sintético, incluyendo, por ejemplo, pero sin limitarse a, la
restriccién de secuencias apropiadas o la amplificacién de la secuencia de ADN
de la proteina de interés mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Por ejemplo, empleando oligonucleétidos cebadores apropiados pueden
incorporarse mediante PCR los sitios de reconocimiento y corte de las enzimas
de restriccion Il 2 y 1l 3 en los extremos de la secuencia de ADN que codifica
para la proteina de interés. La abreviatura Sec, tal y como se emplea en la
presente descripcion, se refiere a una secuencia nucleotidica que codifica para
la proteina de interés.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un procedimiento para la obtencion de
un vector de expresion de una proteina recombinante sin aminoacidos
adicionales (de ahora en adelante, procedimiento cuarto de la invencion), que

comprende:

a) digerir con la enzima de restriccion 1IS el vector segundo o tercero de la

invencion, y

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

El adaptador de la invencién se disefia de manera que cuando se digiere el
vector segundo o tercero de la invencién con la enzima de restriccion IIS, es
eliminada la secuencia nucleotidica, incluyendo el adaptador, que se encuentra
entre la secuencia nucleotidica que codifica para la etiqueta de purificacion del
vector y la secuencia nucleotidica que comprende la secuencia que codifica
para la proteina de interés.
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Por tanto, cuando se religa el vector, no quedan nucleétidos adicionales entre
el ultimo triplete de la secuencia de ADN que codifica para la etiqueta de
purificacion del vector (Tag) y el primer triplete de la secuencia de ADN que
codifica para la proteina de interés (Sec), o entre el primer triplete de la
secuencia de ADN que codifica para la etiqueta de purificacion del vector (Tag)
y el ultimo triplete de la secuencia de ADN que codifica para la proteina de
interés (Sec). Para obtener una proteina de fusion es evidente que la secuencia
de nucleétidos que codifica para la proteina de interés (Sec) y la secuencia de
nucleétidos que codifica para la etiqueta de purificacion (Tag) deben
encontrarse en el marco de lectura correcto y no debe existir ningiin codén de

terminacién entre ambas.

Otro aspecto de la invencibn se refiere a un vector obtenible por el
procedimiento cuarto de la invencién (de ahora en adelante, vector cuarto de la
invencién o vector de expresion de una proteina recombinante sin aminoacidos

adicionales).

Otro aspecto de la invencidn se refiere a una célula huésped que comprende el
vector cuarto de la invencion (de ahora en adelante, célula huésped cuarta de

la invencién).

Otro aspecto de la invencidn se refiere a una proteina de fusién expresada por
la célula huésped cuarta de la invencién (de ahora en adelante, proteina de

fusién de la invencién).

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un procedimiento para la obtencion de
una proteina recombinante sin aminoacidos adicionales (de ahora en adelante,

procedimiento quinto de la invencion), que comprende:

a) purificar la proteina de fusién de la invencion, y
b) eliminar la etiqueta de purificacién de la proteina de fusién del paso (a)
mediante una proteasa.
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Otro aspecto de la invencién se refiere a la proteina recombinante sin

aminoacidos adicionales obtenible por el procedimiento quinto de la invencion.

Los términos “secuencia de aminoacidos” o “proteina” se usan aqui de manera
intercambiable y se refieren a una forma polimérica de aminoacidos de
cualquier longitud, que pueden estar, o no, quimica o bioquimicamente
modificados.

Los términos “secuencia nucleotidica”, “secuencia de nucleédtidos”, “acido
nucleico”, “oligonucleétido” y “polinucleétido” se usan aqui de manera
intercambiable, y se refieren a una forma polimérica de nucle6tidos de
cualquier longitud, que pueden estar, o no, quimica o bioquimicamente
modificados. Preferiblemente, los nuclebétidos son desoxinucleétidos, y la
secuencia nucleotidica es un molécula de ADN de doble cadena. Esta
secuencia nucleotidica puede obtenerse, por ejemplo, a partir de ARN de

cadena simple por procedimientos estandar de transcripcion inversa.

La expresién “sin aminoacidos adicionales”, tal y como se utiliza en la presente
descripcién, se refiere a que la proteina de interés una vez expresada,
purificada y procesada mediante una proteasa tiene la secuencia de
aminodcidos de la proteina nativa, es decir, no tiene ningun aminodacido
adicional producto de la expresion de una secuencia de nucleétidos

incorporada como consecuencia del procedimiento de clonacién.

Los términos “adaptador” o “casette”, tal y como se utilizan en la presente
descripcioén, se refieren a una secuencia nucleotidica que contiene idealmente
los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion de tipo IS (RIS 1y R
IIS 2) en sentidos opuestos y colocados estratégicamente para el fin descrito.
En una realizacién preferida el adaptador ademas comprende un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccién (Rc) que no esté presente en el
vector para detectar la inserciéon de este adaptador en el vector. El tamafno del
adaptador es funcién 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
insercion del adaptador en el vector. La adicién de nucleétidos sin funcion
definida puede dar lugar a adaptadores muy largos que encarecerian su

sintesis.

El término “proteina recombinante”, tal y como se utiliza en la presente
descripcién se refiere a una proteina codificada por un ADN recombinante. El
término “ADN recombinante”, tal y como se utiliza en la presente descripcion se
refiere a una molécula de ADN formado por recombinacion de origenes
diferentes. La expresién “recombinacién”, tal y como se utilizan en la presente
descripcién se refiere a la union de moléculas de ADN para dar lugar a nuevas
combinaciones, ya sea biolégicamente o por medio de la manipulacion en

laboratorio (por ejemplo, mediante ingenieria genética).

Los términos “enzima de restriccion” o “endonucleasa de restriccion”, tal y
como se utiliza en la presente descripcion, se refiere a una enzima que puede
reconocer una secuencia caracteristica de nucle6tidos 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,

sitio de corte).

El término “enzima de restriccion de tipo II”, tal y como se utiliza en la presente
descripcién, se refiere a un tipo de enzima de restriccion que soélo tiene
actividad de restriccion (carece de actividad de modificacion), uUnicamente
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 descripcién, el término “enzima de restriccién de tipo II”
excluye las enzimas de restriccion de tipo IIS. Las enzimas de restriccion
denominadas en la presente descripcion como enzimas Il 1, 11 2 y Il 3 son
enzimas de restriccion de tipo Il. Las abreviaturas R Il 1, Rl 2y R 1l 3, tal y

como se emplean en la presente descripcion, se refieren a sitios de
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reconocimiento para las enzimas Il 1, Il 2 y Il 3, respectivamente. Las
abreviaturas E Il 1, E Il 2 y E Il 3, tal y como se emplean en la presente
descripcién, se refieren a extremos compatibles con los extremos generados

por las enzimas Il 1, 11 2 y Il 3, respectivamente.

El término “enzima de restriccion de tipo 11S”, tal y como se utiliza en la
presente descripcion se refiere a un tipo de enzima de restriccion que soélo tiene
actividad de restriccién (carece de actividad de modificacion), Unicamente
requiere Mg++ como cofactor (no requiere de cofactores como ATP o S-
adenosilmetionina), y corta al ADN en un sitio distinto del sitio de
reconocimiento. La enzima de restriccibn denominada en la presente
descripcién como enzima IIS es un enzima de restriccion de tipo IIS. Las
abreviaturas R IIS 1 y R IIS 2, tal y como se emplean en la presente
descripcidn, se refieren a dos sitios de reconocimiento para la enzima IIS

orientados en sentido contrario.

El mecanismo de corte de ADN por la enzima de restriccidén se realiza a través
de la ruptura de dos enlaces fosfodiéster en la doble cadena, lo que da lugar a
dos extremos de ADN. Segun el tipo de enzima, se pueden generar extremos

cohesivos o0 extremos romos.

El término “extremos compatibles”, tal y como se utiliza en la presente
descripcién se refiere a extremos de dos moléculas de ADN de doble cadena

distintas que pueden ser ligados entre si.

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
reaccion de ligacion entre dos extremos romos ocurre por lo general con menor
eficacia que la reaccién de ligacion entre dos extremos cohesivos. En resumen,

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

utilizadas para la clonacion y expresion de proteinas.

Los extremos cohesivos son generados cuando la enzima corta las dos hebras
asimétricamente, dejando dos extremos de cadena simple complementarios
entre si. La complementariedad de bases en los extremos cohesivos facilita la
unién de los fragmentos; de manera que las moléculas de ADN cortadas con
un determinado enzima de restriccibn de corte cohesivo tienen extremos
compatibles con otras moléculas cortadas con el mismo enzima de restriccion
de corte cohesivo o con otro enzima de restriccibn de corte cohesivo que
genere extremos de cadena simple idénticos. Los cortes cohesivos tienen por
tanto dos propiedades importantes en clonacion: especificidad (sélo se pueden
religar con extremos cohesivos idénticos) y eficacia (la complementariedad de
bases en los extremos cohesivos facilita la union de las moléculas de ADN
generadas por el corte mediante puentes de hidrégeno que facilitan la reaccion

de ligacion).

En una realizacién preferida de cualquiera de los aspectos de la presente
invencion, las enzimas de restriccion de tipo Il (I 1, 1l 2 y/o Il 3) son enzimas de
restriccibn de corte cohesivo. Por tanto, en una realizacion preferida, los
extremos del adaptador o los extremos de la secuencia de ADN de doble
cadena que comprende la secuencia que codifica para la proteina de interés
son extremos compatibles con lo extremos cohesivos generados por las
enzimas de restriccion 1 1, 12 y/o I 3 (E 11 1, E Il 2 y/o E Il 3) en los vectores

de la invencion.

Algunos ejemplos de enzimas de restriccion de tipo Il que tienen extremos
romos son, pero sin limitarse, Fspl, Hindll, EcoRV, Hpal, Mscl, Nael, Nrul,
Pvull, Seal, Sfol, Smal, SnaBi o Stul.

Algunos ejemplos de enzimas de restriccion de tipo Il que tienen extremos
cohesivos son, pero sin limitarse, Acc651, Acll, Agel, ApalLl, Apol, Ascl, AsiSl,
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Avrll, BamHI, Bcll, Bfal, Bglll, BsaWI, BsiW, BspEl, BspHI, BssHI, BsrGl, BstBl,
BstYl, Clal, Eael, Eagl, EcoRI, Hpall, HinPII, Mfel, Miul, Msel, Narl, Ncol, Ndel,
Nhel, Notl, Nsil, Pacl, Pcil, PspXI, Pstl, Pvul, Rcal, Sall, Sbfl, Sfcl, Spel, Xbal,
Xhol o Xmal. Los sitios de reconocimiento y de corte de dichas enzimas son
conocidos en el estado de la técnica.

Algunos grupos de enzimas de restriccion de tipo Il que tienen extremos
cohesivos compatibles son, por ejemplo, pero sin limitarse, Bglll, BamHI, Bcll y
BstYl; EcoRl, Mfel y Apol; Pstl, Nsil y Sbfl ; ApalLl y Sfcl; Ncol, BspHI, Rcal y
Pcil ; Spel, Nhel, Xbal y Avrll; Acc651, BsiWI y BsrGl; Acll, Clal, BstBI, HinPII,
Hpall, y Narl Agel, Xmal, BsaWIy BspEl; Miul, Ascl y BssHI; Ascl, Ndel, Msel y
Bfal; Pvul, Pacl y AsiSI; Eael, Eagl y Notl; o Xhol, PspXI y Sall.

Algunos ejemplos de enzimas de restriccién de tipo IS son, pero sin limitarse,
Aarl, Acc36l, Acelll, AclWI, Alol, Alwl, Alw26l, AlwXI, AsuHPI, Bael, Bbr71, Bbsl,
Bbvl, Bbvll, Bbvl16ll, Bccl, Bce83l, BceAl, Beefl, Begl, BciVl, Bco5l, Bco116l,
BcoKI, Bfil, Bful, BfuAl, Binl, Bli736l, Bme585I, Bmrl, Bmul, Bpil, Bpml, BpuAl,
BpuEl, BpuSl, Bsal, BsaXl, BscAl, BseMll, BseRI, Bsgl, BsmAl, BsmFI|, Bsp24l,
BspCNI, BspMI, BsrDI, BstF5I, BtgZl, Btsl, Cjel, CjePIl, CspCl, CstMI, Ecil,
Eco31l, Eco571, Eco57MI, Esp3l, Fall, Faul, Fokl, Gsul, HaelV, Hgal, Hin4l,
Hphl, HpyAV, Ksp632I, Mboll, Mlyl, Mmel, Mnll, Plel, Ppil, Psrl, RleAl, Sapl,
SfaNI, SspD5l, Sthi32l, 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.

La expresién “orientados en distinto sentido”, tal y como se utiliza en la
presente descripcidn, se refiere a la capacidad de las enzimas de restriccién
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 direccion 5 a 3’ 0 3’ a 5’ se consigue que estos enzimas
corten a cierta distancia en la secuencia de ADN relativo al punto de

reconocimiento. La orientacién de la secuencia de reconocimiento determina
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exactamente el punto de corte del enzima de restriccion de tipo IIS. Por tanto,
se puede disenar 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 disefio experimental deseado consiguiéndose la

eliminacion de nucleétidos y codones adicionales.

El término “vector de clonacién”, tal y como se utiliza en la presente
descripcién, se refiere a una molécula de ADN en la que se puede integrar otro
molécula de ADN, sin que pierda la capacidad de autorreplicacion. Ejemplos de
vectores de expresién son, pero sin limitarse, plasmidos, cosmidos, fagos de
ADN o cromosomas artificiales de levadura.

El término vector de “expresion”, tal y como se utiliza en la presente
descripcién, se refiere a un vector de clonacién adecuado para expresar un
acido nucleico que ha sido clonado en el mismo tras ser introducido en una
célula, denominada célula huésped. Dicho &cido nucleico se encuentra, por lo

general, unido operativamente a secuencias de control.

Ejemplos de vectores de expresion que pueden emplearse en el paso (a) del
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, plEXx, pTriEx, pBiEx o pBAC (Novagen), el vector pKLAC
(New England Biolabs), los de la familia de vectores pET (por ejemplo, de), los
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 invencién generados
mediante los procedimientos primero segundo o tercero, a partir del vector de
expresiéon empleado en el paso (a) del procedimiento segundo o en el paso (b)

del procedimiento tercero, son asimismo vectores de expresion.
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El termino “expresion” se refiere al proceso por el cual se sintetiza un
polipéptido a partir de un polinucleétido. Incluye la transcripcién del
polinucle6tido en un ARN mensajero (ARNm) y la traduccién de dicho ARNm
en una proteina o un polipéptido. La expresion puede tener lugar, por ejemplo,
en una célula huésped, pero también mediante cualquier proceso de expresion

proteica in vitro.

El término “célula huésped”, tal y como se utiliza en la presente descripcién se
refiere a cualquier organismo procariota o eucariota que es recipiente de un
vector de expresion, de clonacion o de cualquier otra molécula de ADN. Las
células huésped pueden ser células procariéticas como, por ejemplo, pero sin
limitarse, E. coli, o eucariéticas como, por ejemplo, pero sin limitarse, células

de levadura, insecto, anfibio o células de mamifero.

Los vectores de la presente invencion pueden ser introducidos en una célula
huésped mediante transformacién o transfeccién. El término "transformacién”,
tal y como se utiliza en la presente descripcién, se refiere a la introduccion de
un acido nucleico exdégeno al interior de una célula procariota. El término
"transfeccién”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se refiere a la

introduccién de un acido nucleico exégeno al interior de una célula eucariota.

El término “secuencia de control”, tal y como se utiliza en la presente
descripcién se refiere a secuencias nucleotidicas que son necesarias para
efectuar la expresion de las secuencias a las que estan ligadas. Se pretende
que el término “secuencias de control” incluya, como minimo, todos los
componentes cuya presencia es necesaria para la expresion, y también puede
incluir componentes adicionales cuya presencia sea ventajosa. Ejemplos de
secuencias de control, son por ejemplo, pero sin limitarse, promotores, senales
de inicio de la transcripcion, sefales de terminacion de la transcripcion, sefales

de poliadenilacién o activadores transcripcionales.
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La expresion “unidos operativamente”, tal y como se utiliza en la presente
descripcién, se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes asi
descritos tienen una relacion que les permite funcionar en la manera
intencionada. Una secuencia de control “unida de forma operativa” a un
polinucleétido, esta ligada de tal manera que la expresion de la secuencia
codificadora se consigue en condiciones compatibles con las secuencias de

control.

Como se usa aqui, el término “promotor” hace referencia a una regién del ADN,
generalmente “aguas arriba” o “upstream” del punto de inicio de la
transcripcion, que es capaz de iniciar la transcripcidbn en una célula. Este
término incluye, por ejemplo, pero sin limitarse, promotores constitutivos,
promotores especificos de tipo celular o de tejido o promotores inducibles o
reprimibles.

Las secuencias de control dependen del origen de la célula en la que se quiere
expresar el acido nucleico. Ejemplos de promotores procariotas incluyen, por
ejemplo, pero sin limitarnos, los promotores de los genes trp, recA, lacZ, lacl,
tet, gal, trc, o tac de E. coli, o el promotor del gen a-amilasa de B. subtilis. Para
la expresion de un &cido nucleico en una célula procariota también es
necesaria la presencia de un sitio de unién ribosomal situado “upstream” de la
secuencia codificante. Secuencias de control apropiadas para la expresion de
un polinucleétido en células eucariotas son asimismo conocidas en el estado

de la técnica.

La expresion “clonar”, “clonacién” o “clonado”, tal y como se utilizan en la
presente descripcion, se refieren a la insercion de un molécula de ADN en un

vector de clonacion.

La expresién “digerir”, “digestién” o “restriccién”, tal y como se utiliza en la
presente descripcion, se refieren al corte de una molécula de ADN mediante, al

menos, un enzima de restriccion. La digestion de una molécula de ADN tiene
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lugar cuando se pone en contacto dicho ADN con, al menos, un enzima de
restriccién, en un tampoén, y a una temperatura apropiados para que la enzima
inicie el proceso de digestion, cortando el ADN en varios fragmentos o
moléculas de ADN.

Las expresiones “ligar”, “ligacién” o “ligado”, tal y como se utilizan en la
presente descripcion, se refieren a la unibn de forma covalente de dos
moléculas de ADN. Estas expresiones incluyen a la insercién de una molécula
de ADN dentro de un vector de clonacién previamente linearizado mediante su
digestion con enzimas de restriccion; que tiene como resultado es un vector
recombinante y circular. Asimismo, estas expresiones incluyen las expresiones
religar, religacion o religado. Las expresiones “religar”, “religacién” o “religado”,
tal y como se utilizan en la presente descripcion, se refieren a la unién de forma
covalente de dos extremos de un vector de clonacion linearizado previamente
mediante su digestion con enzimas de restriccion; que tiene como resultado es
un vector circular. La reaccion de ligacién la lleva a cabo una enzima ligasa de
ADN, que cataliza la formacion de un enlace fosfodiéster entre el 5 de un
fosfato y el 3’ de un nucleétido. La ligasa de ADN usada mas 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
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 invencion.

Los términos “etiqueta de purificacion” o “etiqueta de afinidad”, tal y como se
utilizan en la presente descripcion, se refieren a una secuencia de aminoacidos
que ha sido incorporada (generalmente, por ingenieria genética) a una proteina
para facilitar su purificaciéon. La etiqueta puede ser, por ejemplo, otra proteina o
una secuencia corta de aminoacidos. Algunos ejemplos de etiquetas de
purificacion conocidos en el estado de la técnica son, pero sin limitarse: péptido
de unién a calmodulina (CBP), enzima glutatién-S-transferasa (GST), proteina
de unién a maltosa (MBP), estreptoavidina, tiorredoxina, proteina 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 descripcion, se refiere a una secuencia

nucleotidica que codifica para la etiqueta de purificacion.

Las expresiones “purificar” o “purificacion”, tal y como se utilizan en la presente
descripcién, se refieren a la separacion de la proteina de fusién de la invencion
de una mezcla compleja de proteinas extraida de la célula cuarta de la
invencion. La extraccion de la mezcla compleja de proteinas de la célula cuarta
generalemente requiere la homogenizacion del tejido, por ejemplo, pero sin
limitarse, mecanicamente, enzimaticamente, mediante choque osmobtico o
sonicacion, en un tampdn de extraccién adecuado para estabilizar las proteinas
y/o evitar la accion de proteasas. Una vez obtenida la mezcla compleja de
proteinas de la célula cuarta, la purificacion puede ser llevada a cabo mediante
diferentes métodos conocidos en el estado de la técnica como, por ejemplo,
pero sin limitarse, inmunoprecipitacién, métodos electroforéticos o métodos
cromatograficos. Algunos métodos cromatograficos son, por ejemplo, pero sin
limitarse, cromatografia de exclusién molecular, cromatografia de intercambio

idnico, cromatografia hidrofébica o cromatografia de afinidad.

La expresion “proteina de fusion”, tal y como se utiliza en la presente
descripcién, se refiere a una proteina que comprende o estd constituida por la
secuencia de aminoacidos de la proteina de interés y la secuencia de
aminodcidos de la etiqueta de purificacion. Se origina por expresion de un ADN
recombinante en el que la secuencia nucleotidica que codifica la proteina de
interés se encuentra en el marco de lectura apropiado de la secuencia

nucleotidica que codifica para la etiqueta de purificacion.

Los términos “proteasa” o “peptidasa”, tal y como se utiliza en la presente
descripcioén, se refiere a una enzima que cataliza la degradacion de proteinas
por hidrolisis de las uniones peptidicas. Algunos ejemplos proteasas son, pero

sin limitarse, trombina, factor Xa o enteroquinasa.
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Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit para llevar a cabo
cualquiera de los procedimientos primero, segundo o tercero de la invencion

que comprende:

a) el adaptador de la invencion, y

b) un vector de expresién que comprende:

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

ii) tres sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion de tipo |l
(RII1, RI12y R 1l 3) en el siguienteorden5’-R1I11-RIl2-RII
3-Tag- 3.

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

procedimiento cuarto:

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

a) una proteasa.

Dicho kit puede comprender ademas, sin ningun tipo de limitacién, tampones,
cebadores, polimerasas, cofactores para obtener una actividad oOptima de
éstas, agentes para prevenir la contaminacién, etc. Por otro lado el kit puede
incluir todos los soportes y recipientes necesarios para su puesta en marcha y
optimizacién. Preferiblemente, el kit comprende ademas las instrucciones para

llevar a cabo cualquiera de procedimientos de la invencion.

A lo largo de la descripcidn y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o0 pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencidn se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencion. Las siguientes figuras y ejemplos se
proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.
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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 I|IS utilizada es BtgZl y los dos puntos de
reconocimiento estan orientados en distinto sentido (indicado por las flechas
horizontales). Las flechas verticales indican los puntos de corte de dicho

enzima de restriccion.

Figura 2. Muestra un ejemplo del proceso de disefo, insercion y clonacion de
un gen de interés utilizando el vector pAlex2a (Biomedal). El producto obtenido,
después de su purificacion y digestion con enterokinasa, sera la proteina
recombinante sin ningin amino&cido adicional que no se encuentra en la
proteina original o nativa. La digestion con enterokinasa elimina la proteina
fusionada LYTAG. Este diserio utiliza dos puntos de corte de la enzima de tipo
IS, BtgZl. El proceso de insercion del casette en el vector de clonacion y
expresion se describe en la Figura 2A mientras que el proceso de clonacién de

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

Figura 3. Muestra un ejemplo del proceso de diseno, insercién y clonacién de
un gen de interés utilizando el vector pGEX-5X-1 (GE Healthcare). El producto
obtenido, después de su purificacidn y digestion con Factor Xa, sera la proteina
recombinante sin ningun aminodcido adicional que no se encuentra en la
proteina original o nativa. La digestién con la proteasa Factor Xa elimina la
proteina fusionada GST. Este diseno utiliza dos puntos de corte de la enzima
de tipo IS, BtgZl. El proceso de insercidn del casette en el vector de clonacion
y expresion se describe en la Figura 3A mientras que el proceso de clonacion

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

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento
de patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencion. Estos
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ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser
interpretados como limitaciones a la invencién que aqui se reivindica. Por tanto,
los ejemplos descritos mas adelante ilustran la invencion sin limitar el campo de

aplicacién de la misma.

EJEMPLO 1. Diseiio de un adaptador con dos sitios de reconocimiento de
tipo IIS para la enzima BtgZl orientados en distinto sentido.

El disefio del casette ha de tener en cuenta que los puntos de reconocimiento
de las enzimas de restriccion tipo IIS han de orientarse hacia los extremos
exteriores de la secuencia del casette y dirijan el corte al punto exacto del
vector de expresién. De este modo el primer codon (que codifica para la
metionina) en el gen a expresar quede inmediatamente detrds de la secuencia
de la etiqueta de purificacion que se eliminara con la proteasa adecuada tras el
proceso de purificacion de la proteina expresada. El ejemplo presentado
(Figura 1) corresponde a un caso aplicado para modificar el vector pALEX2a
(Biomedal) (Figura 2A). Es muy importante tener en cuenta el numero de
nucleétidos que seran eliminados al digerir con el enzima de restriccion de tipo
IIS seleccionado y comprobar que el punto de corte sera en el punto necesario

como se ha mencionado.

EJEMPLO 2. Diseio, insercion y clonacion de un gen de interés utilizando
el vector pAlex2a (Biomedal).

Este ejemplo permite demostrar que un vector de expresion como pALEX2a
(Biomedal) se puede modificar con el fin de obtener la expresién de proteinas
recombinantes sin ningln aminoacido adicional, es decir, exactamente
idénticas a las proteinas nativas. Para ello, se procedié a digerir el vector
pALEX2a con las enzimas PshAl y EcoRV (ambos dan lugar a extremos
romos) y se volvié a clonar de forma que se eliminé el fragmento comprendido
entre los puntos de corte de estos dos enzimas. El vector obtenido se digiri6
con BamHI y Ascl para insertar en ese punto un casette previamente disefiado.
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Este casette contiene dos puntos de reconocimiento del enzima BigZI
orientados en distinto sentido, es decir con la secuencia de reconocimiento
orientada en direccion 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 restriccion Ndel, no encontrado en el
resto del vector pALEX2a que puede ser utilizado para comprobar por digestién
con este enzima la presencia de este casette en los clones que se obtienen y
evaluar de este modo si la clonacién ha ocurrido de modo satisfactorio. Los
extremos cohesivos del casette han sido disefiados para adaptarse a los
extremos cohesivos dejados por los enzimas BamH|l y Ascl en donde se
insertara en el vector modificado. Tras ligacién y clonacién del casette en el
vector modificado se obtiene un vector listo para la insercion de genes que
codifiquen proteinas en los puntos de clonacién situados mas adelante en la
secuencia del vector. En este caso se seleccion6 el punto entre los enzimas
Ascl y Hindlll. El gen a insertar se amplificé por PCR con los primers mostrados
en la Figura 2B que llevan adicionados puntos de reconocimiento de estos dos
enzimas para su clonacion direccional en ese punto y de forma que el enzima
BtgZ| dirigido hacia el gen insertado corte en el punto exacto para lograr la
expresion de un gen sin ningun aminoacido adicional e indeseado. Tras la
clonacién y expresion del gen de interés, este gen es purificado utilizando la
etiqueta de purificacion propia del vector pALEX2a, LYTAG. Una vez purificado,
se digerird con enterokinasa para eliminar esta etiqueta de purificacion y
obtener el gen deseado sin modificacion alguna con respecto a la proteina

nativa.

El procedimiento seguido se basa en métodos estdndar comunes en cualquier
laboratorio de biologia molecular o biotecnologia, utilizando procedimientos
tipicos de ligacién, clonacion y digestion de ADN con enzimas de restriccion.
Este procedimiento se esquematiza en la figura 2 para un caso practico que se
ha desarrollado a modo de ejemplo de la presente invencion.
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EJEMPLO 3. Diseio, insercion y clonacion de un gen de interés utilizando
el vector pGEX-5X-1 (GE Healthcare).

El ejemplo 3 es otro caso de la aplicacién de los procedimientos presentados
en esta invencién. Este caso de aplicacién se ha llevado a cabo con el vector
pGEX-5X-1 (GE Healthcare).

Para ello, se procedi6 a digerir el vector pGEX-5X-1 con las enzimas BamHI y
EcoRl para insertar en ese punto un casette previamente disefado. Este
casette contiene dos puntos de reconocimiento del enzima BtgZ| orientados en
distinto sentido, es decir con la secuencia de reconocimiento orientada en
direccion 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 restriccion Ndel y Kpnl, no encontrados en el resto del
vector pGEX-5X-1 que pueden ser utilizados para comprobar por digestiéon con
este enzima la presencia de este casette en los clones que se obtienen vy
evaluar de este modo si la clonacién ha ocurrido de modo satisfactorio. El
punto de reconocimiento y corte del enzima BamHI| se ahade para satisfacer
las distancias necesarias para los puntos de corte del enzima BtgZl y para
utilizarlo como punto de insercién del gen a expresar. Los extremos cohesivos
del casette han sido disenados para adaptarse a los extremos cohesivos
dejados por los enzimas BamHI y EcoRl en donde se insertara en el vector
modificado. Tras ligacion y clonacion del casette en el vector modificado se
obtiene un vector listo para la insercion de genes que codifiquen proteinas en
los puntos de clonacién situados mas adelante en la secuencia del vector. En
este caso se selecciond el punto entre los enzimas BamHl y Sall. El gen a
insertar se amplific6 por PCR con los primers mostrados en la Figura 3B que
llevan adicionados puntos de reconocimiento de estos dos enzimas para su
clonacion direccional en ese punto y de forma que el enzima BtgZl dirigido
hacia el gen insertado corte en el punto exacto para lograr la expresion de un
gen sin ningun aminoacido adicional e indeseado. Tras la clonacién y expresion

del gen de interés, este gen es purificado utilizando la etiqueta de purificacion
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propia del vector pGEX-5x-1. Una vez purificado, se digerira con la proteasa
Factor Xa para eliminar esta etiqueta de purificacién y obtener el gen deseado

sin modificacién alguna con respecto a la proteina nativa.

El procedimiento seguido se basa en métodos estdndar comunes en cualquier
laboratorio de biologia molecular o biotecnologia, utilizando procedimientos
tipicos de ligacién, clonacion y digestion de ADN con enzimas de restriccion.
Este procedimiento se esquematiza en la figura 3 para un caso practico que se
ha desarrollado a modo de ejemplo de la presente invencion.

Brevemente, los pasos a seguir consisten en lo siguiente:

1. Construccion de secuencias adecuadas que constituyen el casette. Los
oligonucledtidos correspondientes a cada hebra del casette a construir se
sintetizan comercialmente (en nuestro caso se encargd a la compania
Invitrogen), luego se hibridan para obtener el ADN de doble hebra que
constituira el casette. Para la hibridacion de estos dos oligonucleétidos, primero
se calienta a 95°C una mezcla equimolar de ambos oligonucleétidos en tampon
Tris-HCI (10 mM, pH 8.0) y se enfrian lentamente hasta alcanzar temperatura
ambiente. A la hora de disefar estos casettes han de tenerse en cuenta la
posicién y orientacion de las secuencias de reconocimiento y los puntos de
corte del (de las) enzima(s) de restriccibn de tipo IIS, las posiciones de
insercién del gen a expresar (especificamente del codon de iniciacion), asi
como del punto de corte de la proteasa que separara la proteina fusionada que
facilita la purificacién de la proteina recombinante.

2. Insercién del casette en un vector de clonacién adecuado para la expresion
de genes. Para ello, simplemente se abre el vector por digestiéon con enzimas
de restriccion que daran lugar a las secuencias complementarias que lleva el
casette de forma que este se insertara direccionalmente. A continuacién, una
reaccion de ligacion tipica, con ligasa del fago T4 da lugar al vector listo para
su transformacion en las células huésped. En nuestro caso, Escherichia coli.
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3. El vector con el casette insertado se utilizaria para insertar el gen
recombinante cuya proteina se desea expresar. Para ello se siguen métodos

convencionales en biotecnologia.

4. Una vez el gen ha sido insertado, se ha de digerir con la enzima de
restricciéon de tipo IIS cuyos puntos de reconocimiento lleva el casette. El
producto de la digestion se religa con ligasa del fago T4 y se transforma en la
célula huésped. El resultado es que tras esta ultima digestién con enzimas de
restriccion del tipo IS se eliminan los nucleétidos que darian lugar a la
incorporacion de aminoacidos adicionales en la proteina final. La proteina
recombinante resultante sera idéntica a la proteina nativa ya que no poseera

ningun aminoacido adicional.

El disefio del casette es muy sencillo y las Unicas consideraciones que han de
seqguirse es que lleve dos puntos de reconocimiento de la enzima de tipo IIS a
utilizar, orientados en sentido contrario, y cuyos puntos de corte coincidan con
los lugares necesarios para que al religarse den lugar a que el ftriplete
correspondiente al primer aminodcido a sintetizar sea ATG (correspondiente a
la Metionina).

Este procedimiento se esquematiza en las figuras 2 y 3 para dos casos
practicos que se han desarrollado a modo de ejemplos de la presente

invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Adaptador para la obtencién de una proteina recombinante sin aminoacidos
adicionales 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 restriccion de tipo Il (EII1y E 11 2),y
ii) dos sitios de reconocimiento de para una enzima de restriccion de
tipo IIS (R IS 1 y R IIS 2) orientados en distinto sentido,
en el siguienteorden 5’ -EIl1-RIS1-RIS2-E1ll2-3.

2. Procedimiento de obtencion de un vector que comprende:

a) digerir con las enzimas de restriccién Il 1 y Il 2 un vector de expresion

que comprende:
i) una secuencia que codifica para una etiqueta de purificacion

(Tag), y
ii) tres sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion de tipo |l

(RII1,RII2yRII3),

en el siguiente orden 5’ -R 111 -RII2-RII3-Tag-3.

1. clonar el adaptador segun la reivindicacion 1 en el vector obtenido

en el paso (a).

3. Procedimiento segun la reivindicaciéon 2, que ademas comprende:
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b) obtener una secuencia de ADN de doble cadena que comprende una
secuencia que codifica para una proteina de interés (Sec) caracterizada
porque presenta dos extremos compatibles con extremos generados por
las enzimas de restriccion 112 y 11 3 (E Il 2 y E 1l 3) en el siguiente orden
5-Ell2-Sec-EIl3-3,

c) digerir con las enzimas de restriccion Il 2 'y 1l 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).

. Procedimiento segun la reivindicacion 3, donde los pasos (a) y (b) se llevan

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

. Vector obtenible por el procedimiento segun cualquiera de las

reivindicaciones 2 a 4.

. Célula huésped que comprende un vector segun la reivindicacién 5.

. Procedimiento para la obtencién de un vector de expresién de una proteina

recombinante sin aminoacidos adicionales, que comprende:

a) digerir con la enzima de restriccidn IIS el vector segun la reivindicaciéon
5y
b) religar el vector del paso (a).

. Vector obtenible por el procedimiento segun la reivindicacién 7.

. Célula huésped que comprende un vector segun la reivindicacién 8.

10.Proteina de fusion expresada por la célula huésped segun la reivindicacion

9.
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11.Procedimiento de obtencidén de una proteina recombinante sin aminoacidos

adicionales, que comprende:

a) purificar la proteina de fusién segun la reivindicacién 10, y
b) eliminar la etiqueta de purificacion de la proteina de fusién del paso (a)

mediante una proteasa.

12.Proteina recombinante sin aminoacidos adicionales obtenible por el

procedimiento segun la reivindicacién 11.

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

reivindicaciones 2, 3 0 7 que comprende:

a) el adaptador segun la reivindicacion 1, y

b) un vector de expresién que comprende:

i) una secuencia que codifica para una etiqueta de purificacion

(Tag), y
ii) tres sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion de tipo |l

(RII1,RII2yRII3),

en el siguiente orden5’-R 111 -RII2-R113-Tag- 3.

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

reivindicaciones 11 que comprende:

a) el vector segun cualquiera de las reivindicaciones 5u 8, y
b) una proteasa.
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FIG.1
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FIG.2A
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FIG.2B

BSRUNOIaIUT B| Bp
$919)U| 8p UL = 81400 9p ojuNd
——— ' ——— 38R icA1 dsy dsy dsy dsy

YY1 IY¥W 901 1Y NMN ¢ NNN 9YIioll 910 ¥ID 910 Y10
I1¥ ¥11l D5Y ¥9%L NNN °° NNN 9L¥ |9¥Y¥ 0¥2 1¥9 D¥9 1¥9

lllowy Uopo2 Uopoa

darg ElS
BSEUPOIIUS UOD Juabip A sjueuiquiodsal eujsiold g JeollIng

iZBig op 12619 ap
21100 ap ojuNg 21100 ap olungd

OpelasUl UBLy 9}}2sED dey dey dsy dsy

YY1l L¥¥ D21 LOY NHN “L.H L0 Rl glD Y19

II¥ ¥11 D9Y ¥91 NNN © 7 NNM NN9 1¥9 ¥¥D bl s o) ] 192 029 1INl 99090 901 W23 OLY BEauhEYESEs 1¥9 0Y9 1¥9
PUrH uopoo uopod 195 | _Sm 1PN _NQ.N +CO_0.mm_ ap ojun
- s a2 12 o1oebl| 8p ojund

Jeuopo A |76:g g|| odn sp eWw|zus |8 U0 sjUBYNSSJ J0JoBA [8 JUabI]
opleBip ugioeolidwe ap cjonpoid

OpENIeSUl UBD) anjese0 . dev dsv dsv dsv
YY1 I¥K 901 I9% NAN ¢ HNN HND V1o 119 1950053 509 STS NIy ISy Ss gyl ovl 000 9YL —11 910 VI 91D WID
11¥ Y11 D9¥ ¥91 NNN ~ * NNN NN9 1¥9 ¥¥D ¥0D 929]099 D¥9 1¥9 099 IVL ¥0D 901 ¥09 OI¥ 999 DIY¥ -¥Y D¥9 I¥9 DO¥H 1Y
[llptitH Uopoa uopoo |25y V2] 8PN 1Z61d +co_omm__ ap ojung
doig uels — —

lajue oonpold @ JeUOD A ‘|||oUiY A |25y UOD OpEOIIPOW 10J98A |8 JIeBiq

[puH  uopod doig ‘NetiH A |25y uoo opeolldwe ojonpold |2 Jusbig
,§ — YOI WY 901 Lo/ (oraejusus(ducs) spisaul sp ush :.9s48A8), Jawd |3 &
gzIsuT s8p ush 9I¥ OYY J2Y¥D 292 929 NI D — .§ : .pdemdoyl, Jawid |8 uoo sglejul ap uab |9 Jeoydwy
uopod Jels |25y
UQIDEUOID Bp sojungd IR0 dsy dsy dsy dsy
¥¥I I¥E 991 199 I¥0 099 = = 21 DOoliss Rl ol i ags vl ieo Sanas oY1 000 9¥1 <11 910 ¥Io 919 ¥Id
IT¥ VIl D9Y ¥O00 Y19 959 ™ ™ 9% 900 9550 JBalavolnuc oeslon ihvep e eoRi vl 900 DIY —¥Y O¥9 I¥9 0¥9 IND
llowH |ty |25y 17614 18PN |Z618 Mopoesi) ap ojung
; A o1oeb]

‘ojdwefe un "setvui ap usb jap upiseidxe A uojoiasu} ezx37vd



35

FIG.3A
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FIG.3B
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RESUMEN

Procedimiento para la obtencion de un vector de expresion de una

proteina recombinante sin aminoacidos adicionales.

La presente invencion se encuadra dentro del campo de la biotecnologia.
Especificamente, se refiere a un procedimiento para la obtencién de una
proteina recombinante sin aminoacidos adicionales, a un adaptador empleado
para la realizacién de dicho procedimiento, asi como a los vectores obtenidos
mediante dicho procedimiento, a las células huésped que comprenden estos
vectores y a la proteina recombinante de la expresion de dichas células.
Finalmente, la invencién se refiere a un kit para llevar a cabo el procedimiento

de la invencion.
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