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57  Resumen:
pTOP: Nuevo vector de expresión y purificación de
proteínas.
La presente invención se refiere a (1) un nuevo vector
de expresión génica que permite el marcaje, la
expresión y la purificación de proteínas, (2) al método
de expresión y purificación proteica asociado a este
vector y (3) a un kit que comprende dicho vector.

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.Aviso:
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pTOP: NUEVO VECTOR DE EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

La presente invención pertenece al campo de la Biología Molecular, la Genética 

y la Biotecnología. La presente invención se refiere a (1) un nuevo vector de 

expresión génica que permite el marcaje, la expresión y la purificación de 

proteínas, (2) al método de expresión y purificación proteica asociado a este 

vector y (3) a un kit que comprende dicho vector. 

ESTADO DE LA TÉCNICA ANTERIOR 

Existen en el mercado numerosos ejemplos de vectores de expresión, entre los 

que están los vectores pGEX de GE Healthcare Life Sciences o los vectores 

pBAD de lnvitrogen. En estas dos series de vectores la clonación del gen de 

interés puede llevarse a cabo por restricción. Además, hay vectores pBAD 

comerciales preparados para clonar mediante el uso de topoisomerasa, o 

usando vectores donantes para recombinación con vectores pBAD de entrada 

mediante la tecnología de recombinación Gateway. Ambos sistemas permiten 

controlar la expresión del gen de interés gracias a dos operones, el operón /ac 

(de lactosa) que se induce en presencia de lactosa o también de IPTG 

(isopropii-~-D-1-tiogalactopiranósido, un análogo de la lactosa pero más 

ventajoso porque sus niveles se mantienen debido a que no se degrada 

durante el cultivo celular) en cultivos de células transformadas con pGEX, y el 

operón ara (de arabinosa) que se induce mediante la adición de arabinosa en 

cultivos de células transformadas con pBAD. Además, ambos sistemas 

permiten el marcaje y la obtención de las proteínas con distintos marcadores, 

como son la fusión con la GST (Giutatión S-transferasa), la tiorredoxina, una 

cadena de 6 histidinas, el epítopo V5 (la forma larga consta de 14 aminoácidos 

y la corta de 9 aminoácidos y derivan del epítopo Pk presente en las proteínas 

P y V del paramixovirus del virus 5 de simio (SV5)), o el epitopo myc (de 10 

aminoácidos y es parte de la secuencia del factor de transcripción c-myc 

humano), que facilitan tanto la detección como la purificación de la proteína 

expresada. Estos vectores también permiten el procesamiento de la proteína 
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resultante con proteasas específicas para liberar así la proteína de interés, 

como la proteasa Pre-Scission (proteína de fusión de GST con la proteasa HRV 

3C del rinovirus humano (HRV) tipo 14), la proteasa Trombina (purificada de 

plasma bovino) o la proteasa Factor Xa (purificado de plasma bovino), en el 

caso del vector pGEX, o la proteasa Enterokinasa (purificada de intestino 

bovino o usando la subunidad catalítica recombinante EKMax™ Enterokinase 

comercializada por lnvitrogen) en el caso de pBAD. 

Estos vectores permiten la obtención de la proteína de interés fusionada con un 

marcador o libre. Las proteínas fusionadas a los marcadores llevan, además de 

la correspondiente secuencia codificada por el ADN del gen de interés y de los 

marcadores, otros residuos aminoacídicos añadidos no pertenecientes a éstas, 

sino que son los codificados por las dianas de corte de las proteasas y por las 

dianas de restricción o los sitios de recombinación usados en la clonación. 

Aunque en menor número, tras liberación de las proteínas de interés por corte 

con las proteasas específicas, alguno de estos residuos permanece unido a su 

secuencia. Puesto que PreScission y Trombina solamente dejan 2 residuos 

después del corte, y Factor Xa y Enterokinasa cortan exactamente en el 

extremo e-terminal de su diana, la mayoría de los residuos remanentes 

después del corte se deben fundamentalmente a los codificados e introducidos 

por las secuencias de las dianas de restricción y/o de los sitios específicos 

necesarios para la clonación. 

El vector p-CAL-n-FLAG de Stratagene es otro ejemplo de vector de expresión 

que permite la obtención de una proteína de fusión con distintos elementos, 

que consisten en el péptido CBP (del inglés "calmodulin-binding peptide" o 

péptido de unión a calmodulina), la secuencia aminoacídica diana de la 

proteasa Trombina, el marcador FLAG (epítopo de 8 aminoácidos no natural 

diseñado específicamente como marcador de proteínas) y la secuencia 

aminoacídica diana de la proteasa Enterokinasa, situándose todos estos 

elementos en el extremo amino terminal de la proteína de interés. El gen de 

interés se clona por un método LIC ("ligation independent cloning'}, que a 
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diferencia de otros métodos usados en la clonación en pGEX y en pBAD, evita 

la adición de resíduos extra provenientes de la etapa de clonación a la proteína 

de interés. Los elementos que presenta la proteína de fusión resultante de la 

expresión en el vector p-CAL-n-FLAG tienen distintas utilidades: el CBP 

permite la purificación por afinidad de la proteína de fusión en una resina de 

calmodulina. Por otro lado, el marcador FLAG es un epítopo reconocido por 

anticuerpos específicos, que permite también el atrapado de la proteína de 

fusión, bien para su purificación o por ejemplo para el estudio de interacciones 

proteína-proteína o proteína-ADN mediante inmunoprecipitación o 

inmunoprecipitación de cromatina. Es conveniente liberar la proteína así 

obtenida del marcador CBP mediante corte con la proteasa Trombina, ya que 

en este tipo de estudios de inmunoprecipitación la presencia del CBP puede 

ser contraproducente, pues puede unirse inespecíficamente a muchas 

proteínas celulares de unión a calmodulina, por lo que es conveniente quitarlo 

para obtener la proteína de interés fusionada únicamente al marcador FLAG y 

a la diana de la Enterokinasa. 

DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 

En un primer aspecto, la presente invención proporciona un nuevo vector, 

llamado pTOP (Figuras 1 y 2), para la expresión génica y purificación de 

proteínas basado en una secuencia nucleotídica que contiene diferentes 

elementos. Este vector permite el marcaje de la proteína de interés con 

distintas etiquetas o marcadores, que facilitan su manipulación y purificación, y 

permite también la obtención de la proteína de interés en distintas formas: 

fusionada con varios marcadores, con un único marcador o la proteína pura, sin 

ningún aminoácido extra (Figura 3). 

Más concretamente, el vector de expresión de la invención permite la obtención 

de una proteína de fusión con tres marcadores y dos secuencias diana de 

proteasas dispuestos de tal forma que la proteína de interés puede ser 

purificada fusionada con todos estos elementos, con un único marcador o 
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simplemente la secuencia de la proteína de interés (Figura 3), en una única 

etapa o en varias etapas de forma secuencial. 

Los marcadores de la proteína de fusión que se obtiene gracias al vector de 

expresión de la invención presentan varias ventajas, como son que permiten la 

purificación de la proteína de fusión por afinidad en distintos tipos de sistemas, 

lo cual aumenta la versatilidad del método de purificación y lo hace por tanto 

más eficiente. La proteína de fusión lleva la GST y, por tanto, puede ser 

purificada mediante afinidad por glutatión o mediante inmunoprecipitación, ya 

que hay anticuerpos específicos contra GST. Además, la proteína de fusión 

lleva dos epítopos polihistidina, lo cual permite su purificación mediante 

afinidad por metales como el níquel o el cobalto, o mediante 

inmunoprecipitación, ya que hay anticuerpos específicos contra epítopos 

polihistidina. El hecho de que la proteína lleve dos epítopos polihistidina en 

lugar de uno, como ocurre en otros casos del estado de la técnica, permite que 

la purificación sea más eficiente, ya que la proteína se une con más afinidad al 

metal y esto permite que se puedan realizar más lavados y de mayor 

astringencia para eliminar selectivamente otras proteínas celulares no 

deseadas que también presentan afinidad por el metal. 

Otra ventaja de la proteína de fusión obtenida mediante el vector pTOP de 

expresión de la invención es que puede ser purificada de distintas formas y en 

etapas sucesivas, como podría ser una primera purificación de la proteína de 

fusión conteniendo todos los elementos en una columna de níquel y elución 

con imidazol, una segunda purificación en una columna de glutatión, que puede 

ir seguida del procesamiento de la proteína con la proteasa PreScission para 

liberarla de la GST y de la primera polihistidina y, a continuación, una tercera 

purificación por afinidad mediante anticuerpos contra la segunda polihistidina. 

El vector del primer aspecto de la invención presenta además la ventaja de que 

comprende un elemento que permite el control de la expresión de la proteína 
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de interés mediante la adición de una sustancia, es decir, presenta un promotor 

inducible. 

En un segundo aspecto, la presente invención proporciona un nuevo método 

para la expresión génica y purificación de proteínas que emplea el vector del 

primer aspecto de la invención. Gracias a las características del vector del 

primer aspecto de la invención, la purificación de la proteína expresada 

mediante dicho vector es muy flexible, ya que puede realizarse, según se 

desee, en una única etapa o en varias, dependiendo de las necesidades de 

pureza o de las dificultades de obtención de cada proteína, y de si se desea 

purificar la proteína marcada con uno o dos marcadores para ser reconocida 

por anticuerpos específicos o por otras moléculas. 

En un tercer aspecto, la presente invención proporciona un kit que comprende 

el vector del primer aspecto de la invención, así como las instrucciones para 

llevar a cabo la clonación del gen, la inducción de la expresión de la proteína 

correspondiente y su purificación mediante el método del segundo aspecto de 

la invención. 

Por tanto, un primer aspecto de la invención se refiere a una secuencia 

nucleotídica que comprende los siguientes elementos: 

a. un codón de iniciación, 

b. una secuencia nucleotídica que codifica para un marcador M, 

c. una secuencia nucleotídica que codifica para un marcador N, 

d. una secuencia nucleotídica que codifica para una secuencia 

aminoacídica P de reconocimiento de una proteasa, 

e. una secuencia nucleotídica que codifica para un marcador O, 

f. una secuencia nucleotídica que codifica para una secuencia 

aminoacídica Q de reconocimiento de una proteasa, 

g. un codón de terminación. 
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En una realización preferida del primer aspecto de la invención, la secuencia 

nucleotídica comprende una secuencia que consiste esencialmente en los 

siguientes elementos: 

a. un codón de iniciación, 

b. una secuencia nucleotídica que codifica para un marcador M, 

c. una secuencia nucleotídica que codifica para un marcador N, 

d. una secuencia nucleotídica que codifica para una secuencia 

aminoacídica P de reconocimiento de una proteasa, 

e. una secuencia nucleotídica que codifica para un marcador O, 

f. una secuencia nucleotídica que codifica para la secuencia 

aminoacídica Q de reconocimiento de una proteasa, 

g. un codón de terminación. 

Una realización del primer aspecto de la invención puede ser una secuencia 

nucleotídica que consiste en los elementos (a)-(g) y que presenta alguna otra 

característica que no es relevante para la función del primer aspecto de la 

invención. Por ejemplo, una característica no relevante podría ser una región 

de multi-clonación (MCS del inglés "multi cloning site"), que consiste en la 

sucesión de dianas específicas de enzimas de restricción. Este elemento no 

sería relevante puesto que no supondría ninguna ventaja para la expresión de 

la proteína de interés, y además no es imprescindible para la clonación de 

dicha proteína de interés en la secuencia nucleotídica de la invención, puesto 

que existen en el estado de la técnica otras formas de clonar un fragmento de 

ADN. 

En los ejemplos de la presente memoria los inventores usan un nuevo método 

de clonación por CiPCR (PCR inversa de clonación), que comprende una PCR 

clásica de amplificación del inserto y seguidamente la clonación de este 

mediante una CiPCR. 

En una realización más preferida del primer aspecto de la invención, la 

secuencia nucleotídica comprende los elementos en el siguiente orden: (a) un 
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codón de iniciación; (b) una secuencia nucleotídica que codifica para un 

marcador M; (e) una secuencia nucleotídica que codifica para un marcador N; 

(d) una secuencia nucleotídica que codifica para una secuencia aminoacídica P 

de reconocimiento de una proteasa; (e) una secuencia nucleotídica que codifica 

para un marcador O; (f) una secuencia nucleotídica que codifica para una 

secuencia aminoacídica Q de reconocimiento de una proteasa; (g) un codón de 

terminación. 

En una realización preferida del primer aspecto de la invención, los marcadores 

M y O son iguales. En una realización preferida del primer aspecto de la 

invención, los marcadores M, N y O se seleccionan de la lista que comprende: 

polihistidina, GST, avidina, estreptavidina, HA, VSV-G, HSVtk, FLAG, proteína 

de unión a maltosa, V5, myc y una proteína fluorescente. Preferiblemente, los 

marcadores M, N y O se seleccionan de entre polihistidina y GST. Más 

preferiblemente, los marcadores M y O son una polihistidina y el marcador N es 

la GST. Aún más preferiblemente, los marcadores M y O son una polihistidina 

de entre 6 y 14, preferiblemente de 1 Ohistidinas. 

El péptido marcador HA o hemaglutinina es un epítopo encontrado en el virus 

de la gripe humana, VSV-G pertenece a la glicoproteína del virus de la 

estomatitis vesicular, el péptido marcador HSVtk pertenece a la Timidina 

Kinasa del virus del herpes simple tipo 1, y los restantes se han descrito 

anteriormente. 

El término "marcador", tal y como se emplea en la presente descripción, se 

refiere a un péptido marcador o proteína marcadora, que permiten la 

identificación de la proteína de interés cuando son producidos junto con dicha 

proteína como proteína de fusión. El péptido marcador o la proteína marcadora 

sirven para la identificación y/o la localización y/o el atrapado de la proteína de 

interés porque son sitios de unión a determinadas moléculas o átomos, o 

porque son fácilmente detectables por técnicas inmunoquímicas, tanto 

polihistidina, GST, avidina o estreptavidina, como HA, VSV-G, HSVtk, FLAG, 
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V5 o myc, o porque además son fácilmente observables por otros métodos, 

como ocurre con las proteínas fluorescentes. 

En una realización preferida del primer aspecto de la invención, las secuencias 

aminoacídicas P y Q de reconocimiento de proteasas se seleccionan de la lista 

que comprende las dianas de las proteasas: Pre-Scission, Enterokinasa, 

Trombina, Tev, HRV 3C, ULP1 y factor Xa. Preferiblemente, la secuencia 

aminoacídica P es la diana de reconocimiento de la proteasa Pre-Scission, y la 

secuencia aminoacídica Q es la diana de reconocimiento de la proteasa 

Enterokinasa. 

La proteasa Tev es una proteasa del virus del grabado del tabaco ("Tobacco 

Etch Virus"). La proteasa HRV 3C es una proteasa 3C del rinovirus humano 

tipo 14. La proteasa ULP1 ("Ubl-specific protease 1'} es una proteasa de la 

familia de las Ubls ("ubiquitin-like proteins'?, de la levadura Saccharomyces 

cerevisiae (S. Cerevisiae), que interviene en la ruptura de SUMO ("sma// 

ubiquitin-like modifier') para liberarlo de sus sustratos. 

El término "proteasa", tal y como se emplea en la presente descripción, se 

refiere a un enzima capaz de romper el enlace peptídico entre dos aminoácidos 

determinados dentro de una secuencia aminoacídica concreta, que es la 

secuencia diana (de reconocimiento) de dicha proteasa. 

En una realización preferida del primer aspecto de la invención, la secuencia 

nucleotídica además comprende un promotor inducible. Preferiblemente, el 

promotor inducible se selecciona de la lista que comprende: promotor inducible 

por arabinosa, promotor inducible por lactosa o IPTG, promotor inducible por 

ecdisona, promotor inducible por tetraciclina, promotor inducible por galactosa, 

promotor inducible por metales pesados, promotor inducible por mifepristona, 

promotor inducible por triptófano, promotor inducible por temperatura, promotor 

inducible por fosfatos y promotor inducible por metanol. Más preferiblemente, el 

promotor es inducible por arabinosa. 
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Un promotor es una secuencia de nucleótidos que controla la transcripción del 

gen de interés. El término "inducible", tal y como se emplea en la presente 

descripción, se refiere a la posibilidad de controlar la expresión de una 

secuencia nucleotídica en el tiempo, y hace referencia a la presencia de un 

elemento de control. Dicho elemento de control permite activar o desactivar la 

expresión mediante, por ejemplo, la adición de una sustancia al medio de 

cultivo. Un promotor inducible por arabinosa es aquel que presenta los 

elementos necesarios para que la transcripción se produzca únicamente en 

presencia de esta sustancia. Una realización del primer aspecto de la invención 

puede ser un promotor inducible por arabinosa que comprende el gen araC y el 

promotor pBAD del operón de arabinosa de Escherichia coli (E. coli). 

En una realización preferida del primer aspecto de la invención, la secuencia 

nucleotídica además comprende al menos un origen de replicación. El origen 

de replicación puede ser de procariotas o de eucariotas. Preferiblemente, 

comprende el origen de replicación del plásmido pUC. 

El término "origen de replicación", tal y como se emplea en la presente 

descripción, se refiere a una secuencia de nucleótidos donde se forma una 

horquilla de replicación y donde se inicia la replicación del ADN. 

En otra realización preferida del primer aspecto de la invención, la secuencia 

nucleotídica además comprende un gen de selección. Preferiblemente, el gen 

de selección se escoge de la lista que comprende: un gen de resistencia a 

antibiótico, un gen que codifica para una proteína fluorescente, un gen que 

codifica para una proteína luminiscente, un gen que codifica para la beta

galactosidasa y un gen que convierte a cepas auxótrofas en protótrofas. Más 

preferiblemente, el gen de selección es un gen de resistencia a antibiótico. 

Preferiblemente, el antibiótico es ampicilina, kanamicina, tetraciclina, 

cloranfenicol, geneticina, higromicina B, puromicina, blasticidina, metotrexato o 

zeocina. Más preferiblemente, es un gen de resistencia a ampicilina. 
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El término "gen de selección", tal y como se emplea en la presente descripción, 

se refiere a un gen que codifica para una proteína que confiere una 

característica distintiva al organismo en el que se expresa, como puede ser que 

sobreviva a la presencia de un antibiótico, que produzca una sustancia 

coloreada en presencia de un reactivo determinado o que emita luz. Un gen de 

resistencia a antibiótico codifica para una proteína que confiere a la célula que 

la expresa, que normalmente sería sensible al antibiótico, la capacidad de 

superar el efecto del antibiótico. Dicha proteína suele ser un enzima que 

inactiva o expulsa el antibiótico en cuestión. 

En una realización preferida del primer aspecto de la invención, la secuencia 

nucleotídica es SEQ ID NO: 1 o una variante bioequivalente. El término 

"variante bioequivalente", tal y como se emplea en la presente descripción, se 

refiere a una secuencia que presenta los mismos elementos que SEQ ID NO: 1 

y que, aunque puede tener una secuencia ligeramente distinta, conserva las 

características funcionales de SEQ ID NO: 1, es decir, que las diferencias con 

la secuencia de SEQ ID NO: 1 no son relevantes. 

Preferiblemente, la secuencia nucleotídica del primer aspecto de la invención 

es una construcción génica o forma parte de una construcción génica. Más 

preferiblemente, es una construcción génica. Una construcción génica es una 

molécula de ácido nucleico en la que se han dispuesto diferentes elementos de 

una forma específica y deseada. Estos elementos pueden ser, entre otros, 

secuencias de replicación, secuencias de control, secuencias codificantes, 

secuencias de multiclonación o secuencias de recombinación. 

Preferiblemente, la secuencia nucleotídica del primer aspecto de la invención 

es un vector o forma parte de un vector. Más preferiblemente, es un vector. Un 

vector es una construcción génica o secuencia de ADN o ARN que contiene 

una serie de elementos funcionales, que incluyen un origen de replicación, 

secuencias de control, tales como, por ejemplo, elementos de control de la 
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traducción (como códigos de iniciación y de parada) y de la transcripción (por 

ejemplo, regiones de promotor-operador, sitios de unión de factores de 

transcripción o elementos reguladores). El vector puede incluir plásmidos 

bacterianos, vectores virales y otros vectores bien conocidos y documentados 

en el estado de la técnica. Se conoce, así mismo, una variedad de técnicas que 

pueden utilizarse para introducir tales vectores en células procarióticas o 

eucarióticas (células hospedadoras) para su expresión. Técnicas adecuadas de 

transformación o transfección están bien descritas en el estado de la técnica. 

Un replicón es por tanto cualquier elemento genético que se comporta como 

una unidad autónoma de replicación génica dentro de una célula; esto es, 

capaz de replicarse bajo su propio control. Un vector es por tanto un replicón 

que mediante la clonación de otro segmento polinucleótido, permite realizar la 

replicación y/o expresión del segmento unido. El término "secuencia de control" 

se refiere a secuencias de nucleótidos que son necesarias para efectuar la 

expresión de las secuencias codificadoras a las que están ligadas. La 

naturaleza de dichas secuencias de control difiere dependiendo del organismo 

huésped; en procariotas, dichas secuencias de control generalmente incluyen 

un promotor, un sitio de unión ribosomal, y señales de terminación; en 

eucariotas, generalmente, dichas secuencias de control incluyen promotores, 

señales de terminación, intensificadores y, en ocasiones, silenciadores. Se 

pretende que el término "secuencias de control" incluya, como mínimo, todos 

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

puede incluir componentes adicionales cuya presencia sea ventajosa. 

Un segundo aspecto de la invención se refiere a un método de expresión 

génica y purificación proteica, caracterizado porque comprende una primera 

etapa (h): 

h. Clonar un gen de interés en una secuencia nucleotídica, construcción 

génica o vector del primer aspecto de la invención. 

El término "clonación", tal y como se emplea en la presente descripción, se 

refiere al proceso que permite la generación de copias de un fragmento de 
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ADN, como puede ser la inserción de una secuencia nucleotídica de interés en 

un vector que pueda ser replicado dentro de una célula. La clonación de la 

etapa (h) se lleva a cabo de forma que la secuencia del gen de interés queda 

funcionalmente unida a los elementos (a)-(g) del primer aspecto de la 

invención. El gen de interés se inserta entre los elementos (f) y (g), 

originándose una región codificadora que comprende (a), (b), (e), (d), (e), (f) y 

el gen de interés. Por tanto, el lugar de inserción ("i") de la secuencia de interés 

es exactamente el comprendido entre la secuencia nucleotídica que codifica 

para la secuencia aminoacídica Q de reconocimiento de una proteasa y el 

codón de terminación, y se representa en las figuras de la presente descripción 

como**___## o **i##. 

La expresión "funcionalmente unida" se refiere a que la pauta de lectura, en el 

proceso de traducción del código genético desde el ácido nucleico hasta la 

proteína, es la adecuada para que se produzca la proteína de fusión que 

presenta los elementos (a)-(f) en su extremo amino terminal, y a continuación la 

secuencia aminoacídica de la proteína de interés. 

El gen de interés (representado en las figuras como "gen") es la secuencia 

nucleotídica de interés insertada en **i## (Figura 2), y que codifica para la 

proteína de interés. El término "proteína de interés", tal y como se emplea en la 

presente descripción, se refiere a cualquier proteína cuya secuencia codificante 

sea conocida, esté disponible o vaya a estar disponible, de forma que pueda 

donarse en un vector apropiado para su expresión en las células apropiadas o 

en un sistema de expresión in vitro. 

La clonación de la secuencia de interés puede llevarse a cabo mediante los 

métodos de clonación descritos en el estado de la técnica. Sin embargo, no 

todos los métodos de clonación conocidos permiten obtener la proteína pura 

sin ningún aminoácido extra. Por ello, los inventores recomiendan el uso del 

método de clonación por CiPCR, que además de permitir obtener las diferentes 

variantes de la proteína de fusión (figura 3), permite también la obtención de la 
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proteína pura sin aminoácidos extra, y además tiene otras ventajas como son: 

1) simplificar el proceso de clonación, 2) no requerir elevados conocimientos de 

ingeniería genética, 3) evitar el laborioso diseño y realización de una estrategia 

de clonación basada en la presencia de dianas específicas de enzimas de 

restricción o de recombinación. 

Este nuevo método de clonación por CiPCR se basa en el diseño de dos 

oligonucleótidos cebadores directo y reverso, cuyos respectivos extremos 3' 

hibridan con la secuencia del gen de interés a insertar, para su cebado y 

amplificación. Tras la amplificación del gen de interés con estos cebadores, 

tanto los extremos 5' como los 3' de cada uno de los amplicones obtenidos 

hibridan con cada una de las cadenas del vector pTOP en una segunda 

reacción, la CiPCR. 

Para el diseño de estos oligonucleótidos cebadores, el oligonucleótido directo 

empieza con la secuencia 5'-cacgatgacgatgacaag-3' (SEQ ID NO: 22), y a 

continuación se añade la secuencia del cebador directo diseñado para la 

amplificación del gen de interés a clonar sin el codón de iniciación, 

obteniéndose el oligonucleótido directo completo: 5 · cacgatgacgatgacaag (SEQ 

ID NO: 22) +secuencia-cebador-directo-gen-interés 3'. El oligonucleótido 

reverso empieza en el extremo 5' con la secuencia 5'-atgacaactccgtcttcc-3' 

(SEQ ID NO: 23) y a continuación se añade la secuencia del cebador reverso 

diseñado para la amplificación del gen de interés sin incluir el codón de parada, 

puesto que éste se incluye en la parte correspondiente a la secuencia del 

vector pTOP, obteniéndose el oligonucleótido reverso completo: 

5'atgacaactccgtcttcctta (SEQ ID NO: 23) +secuencia-cebador-reverso-gen

interés 3'. 

Las dos secuencias de hibridación con el vector de los cebadores directo y 

reverso (SEQ ID NO: 22 y SEQ ID NO: 23) corresponden a las secuencias del 

vector pTOP flanqueantes al lugar de inserción del gen a clonar**___##. En SEQ 
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ID NO: 1, que corresponde al vector pTOP vacío, sus extremos 3' coinciden 

con las posiciones 1.093 y 1.094 respectivamente. 

En los oligonucleótidos cebadores puede ser de interés añadir mutaciones M 

opcionales en dos regiones: 

- entre la secuencia que hibrida con el vector y la de cebado para la 

amplificación del gen de interés a insertar en pTOP 

- dentro de las propias secuencias cebadoras diseñadas para la amplificación 

del gen de interés a insertar o clonar. 

Con las primeras se puede insertar alguna nueva etiqueta, tanto en el extremo 

amino terminal a continuación de la diana de EK, como en el carboxilo terminal 

antes del codón de parada. Con las segundas se pueden introducir mutaciones 

M en sitios cercanos tanto al extremo amino terminal como al carboxilo terminal 

de la proteína de interés. 

En una primera PCR convencional se emplean estos oligonucleótidos 

cebadores para amplificar la secuencia de interés desde el molde del que se 

disponga o para amplificarlo y mutarlo. En una segunda PCR, denominada 

CiPCR, se emplea como molde el vector pTOP circular y como cebadores los 

amplicones bicatenarios producto de la primera PCR convencional, donde cada 

cadena del amplicón de la primera PCR convencional hibrida por sus extremos 

5' y 3' simultáneamente con la correspondiente cadena del vector pTOP y 

actúa de cebador (por su extremo 3') y de terminador de la elongación (por su 

extremo 5') en la CiPCR. 

Alternativamente a los amplicones bicatenarios de la primera PCR 

convencional se pueden usar los amplicones bicatenarios que se obtengan tras 

la reamplificación de dichos amplicones con unos oligonucleótidos cebadores 

directo y reverso, que permiten ampliar el tamaño de la secuencia de 

hibridación de los extremos 5' y 3' del amplicón con la secuencia del vector 

pTOP en el lugar de inserción de la secuencia de interés a clonar. Dichos 
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cebadores pueden tener una longitud variable desde un mínimo de 30 hasta un 

máximo de 135 nucleótidos, preferiblemente de entre 30 y 50 nucleótidos. 

La secuencia del cebador directo de reamplificación coincide con la de un 

fragmento del vector pTOP desde el nucleótido en la posición 1.093 de SEQ ID 

NO: 1, que sería el nucleótido del extremo 3' del cebador directo. Por ejemplo, 

un cebador directo de reamplificación para la clonación por CiPCR en pTOP de 

37 nucleótidos tendría la siguiente secuencia (SEQ ID NO: 20): 

5'tcaccatcaccatcaccatcacgatgacgatgacaag3', coincidiendo con la secuencia del 

vector pTOP (SEQ ID NO: 1) desde el nucleótido en la posición 1.057, que 

sería el nucleótido del extremo 5' del cebador directo, hasta el nucleótido en la 

posición 1.093, que sería el nucleótido del extremo 3' del cebador directo. 

La secuencia del cebador reverso de reamplificación es complementaria a la de 

pTOP y su extremo 3' sería el nucleótido complementario al nucleótido en la 

posición 1.094 de SEQ ID NO: 1. Un ejemplo del cebador reverso de 40 

nucleótidos podría ser (SEQ ID NO: 21 ): 

5 · gcccaagcttcgaattccaatgacaactccgtcttcctta3 ·, cuya secuencia es 

complementaria a la de la cadena de pTOP indicada en SEQ ID NO: 1, de 

forma que su extremo 3' sería el nucleótido complementario al nucleótido en la 

posición 1.094 y su extremo 5' sería el nucleótido complementario al de la 

posición 1 .133 de SEQ 1D NO: 1 . 

Para evitar una segunda PCR convencional de reamplificación del inserto con 

los cebadores arriba descritos, la pareja de cebadores diseñada para la primera 

PCR de amplificación del inserto pueden llevar ya unas secuencias de 

hibridación con el vector de mayor longitud que las descritas arriba (SEQ ID 

NO: 22 y SEQ ID NO: 23) en sus extremos 5'. 

El uso de amplicones con un elevado número de residuos en las secuencias de 

sus extremos para hibridación con el vector, obtenidas bien mediante 

reamplificación de los amplicones de la PCR convencional de amplificación del 
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inserto o usando directamente en esta oligonucleótidos cebadores con un 

mayor número de residuos, se puede traducir en un aumento significativo de la 

eficiencia de la clonación. Un estudio de las temperaturas de fusión, la 

formación de dímeros, y otros parámetros de los oligonucleótidos que incluyen 

las secuencias de hibridación con el inserto y con el vector y las mutaciones M 

en su caso, ayudará en la elección de la estrategia a seguir. 

La CiPCR, por las características derivadas del uso de moldes circulares y 

secuencias cebadoras-terminadoras (cuyas propiedades derivan del diseño 

especial de los oligonucleótidos directo y reverso), permite 1) clonar de forma 

dirigida, 2) introducir inserciones entre los extremos del inserto y del vector y/o 

mutaciones (inserciones, deleciones o sustituciones) en los extremos del vector 

y/o del inserto de forma simultánea a la clonación, 3) obtener amplicones 

lineales complementarios pero con largos extremos cohesivos 

complementarios también entre sí, 4) estos amplicones, a diferencia de lo que 

ocurre en una PCR convencional, se caracterizan porque no pueden ser 

usados como moldes en la CiPCR, y porque se estabilizan mediante 

hibridación in situ dando lugar a una construcción génica tipo vector que 

presenta un único corte en cada una de sus dos cadenas y que llevan el inserto 

o el inserto y las inserciones y/o mutaciones deseadas incorporadas en el/los 

lugares deseados. 

Las moléculas de vector molde de partida de la CiPCR se destruyen mediante 

una endonucleasa dependiente de metilación, y las construcciones génicas tipo 

vector estabilizadas en forma circular resultantes se introducen en una célula 

procariota, preferiblemente E. coli, donde las ligasas celulares unen 

covalentemente el corte presente en cada una de las cadenas, y permiten que 

el vector se replique y herede durante la división celular para su amplificación y 

posterior extracción, purificación y análisis del plásmido correspondiente. 

En una realización preferida del segundo aspecto de la invención, después de 

la etapa (h) se lleva a cabo la siguiente etapa (i): 
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i. Producir la proteína codificada por la secuencia clonada en la etapa 

(h). 

En una realización preferida del segundo aspecto de la invención, la etapa (i) 

comprende al menos dos subetapas: 

i'. Introducir la secuencia nucleotídica, construcción génica o vector 

obtenido en la etapa (h) en una célula procariota o en una célula 

eucariota, 

i". Cultivar la célula de la etapa (i') en presencia de las sustancias 

necesarias para que se exprese la proteína codificada por el gen de 

interés clonado en la etapa (h ). 

Preferiblemente, en la etapa (i') se introduce la secuencia nucleotídica, 

construcción génica o vector en una célula de E. coli. Más preferiblemente es 

E. coli BL21. Preferiblemente, en la etapa (i') se introduce la secuencia 

nucleotídica, construcción génica o vector en una célula de levadura, una célula 

de insecto o una célula de mamífero. Más preferiblemente, la célula de 

levadura es S. cerevisiae o Pichia pastoris (P. pastoris). Ejemplos de células de 

insecto son las líneas SF9, SF21, High-5 o Mimic-SF9. Ejemplos de células de 

mamífero son, pero sin limitarse, líneas de origen tumoral como las líneas Cos, 

JEG3, NCI-H460, Jurkat, PC12. 

La bacteria E. coli pertenece al Superreino Prokaryota, Reino Bacteria, Phylum 

Proteobacteria, Clase Gammaproteobacteria, Orden Enterobacteriales, Familia 

Enterobacteriaceae y Género Escherichia. 

La levadura de cerveza S. cerevisiae es un hongo unicelular que pertenece al 

Superreino Eukaryota, (grupo Metazoa/Fungi), Reino Fungi, Subreino Dikarya, 

Phylum Ascomycota, Subphylum Saccharomycotina, Clase Saccharomycetes, 

Orden Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae y Género 

Saccharomyces. 
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La levadura P. Pastoris es un hongo unicelular que pertenece al Superreino 

Eukaryota, (grupo Metazoa/Fungi), Reino Fungi, Subreino Dikarya, Phylum 

Ascomycota, Subphylum Saccharomycotina, Clase Saccharomycetes, Orden 

Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae y Género: Pichia. 

En una realización preferida del segundo aspecto de la invención, el cultivo del 

paso (i") se hace en presencia de arabinosa. 

En una realización preferida del segundo aspecto de la invención, después de 

la etapa (i) se lleva a cabo la siguiente etapa (j): 

j. purificar la proteína producida en la etapa (i). 

Preferiblemente, la etapa U) comprende al menos tres subetapas: 

j'. Lisar las células cultivadas en la etapa (i"). 

j". Unir la proteína del lisado obtenido en la etapa (j') a un ligando 

inmovilizado en un soporte sólido. 

j"'. Liberar la proteína de la etapa U") de su unión al ligando de la etapa 

(j"). 

Preferiblemente, el ligando inmovilizado en un soporte sólido de la etapa (j") es 

glutatión. Preferiblemente, el ligando inmovilizado en un soporte sólido de la 

etapa (j") es proteína A, proteína G o un ión metálico, más preferiblemente es 

un ión metálico. Preferiblemente, el ión metálico es níquel (11) (Ni) y/o cobalto 

(11). La unión de la proteína al ligando puede ser también a través de un 

anticuerpo anti-polihistidina y/o un anticuerpo anti-GST que se une a los 

ligandos proteína A o proteína G inmovilizados en un soporte sólido, 

preferiblemente agarosa o sefarosa. Las etapas j" y j"' pueden repetirse de 

manera secuencial, de forma que pueden emplearse distintos ligandos 

inmovilizados en un soporte sólido para la purificación secuencial de la proteína 

en distintas etapas. 
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El término "lisar", tal y como se emplea en la presente descripción, se refiere a 

la acción de romper las paredes y/o membranas celulares para liberar el 

contenido celular. 

El soporte sólido en el que se inmoviliza el ligando puede ser, por ejemplo, pero 

sin limitarse, una resina acrílica, bolas de agarosa o de sefarosa, virutas de 

hierro (Fe), que se pueden presentar en suspensión o en una columna, un 

cartucho, una placa, un alambre que se puede imantar o un imán, entre otros. 

En una realización preferida del segundo aspecto de la invención, la proteína 

se libera de su unión al ligando inmovilizado mediante al menos una de las 

siguientes formas: un cambio en el pH, la adición de ligando libre, la adición de 

una molécula que desplace a la proteína mediante competición por la unión al 

ligando, el tratamiento con un agente reductor, el procesamiento con una 

proteasa. Preferiblemente, la proteína se libera de su unión al ligando 

inmovilizado mediante la adición de un compuesto químico, el procesamiento 

con un agente reductor, el procesamiento con una proteasa, o un cambio de 

pH. Preferiblemente, el compuesto químico es imidazol, el agente reductor es 

glutatión reducido, la proteasa se selecciona de la lista que comprende: Pre-

Scission, Enterokinasa, Trombina, Tev, HRV 3C, ULP1 y factor Xa. Más 

preferiblemente, la proteasa es Pre-Scission. También más preferiblemente, la 

proteasa es Enterokinasa. 

En el caso de proteínas con al menos un marcador de polihistidina, pueden 

unirse a ligandos de níquel (11) y/o cobalto (11) inmovilizados, y ser liberadas por 

adición de imidazol, o a anticuerpos anti-polihistidina unidos a proteina A o G 

inmovilizada y ser liberados mediante un cambio de pH. 

En el caso de proteínas con al menos un marcador de GST, pueden unirse a 

un ligando de glutatión inmovilizado y ser liberadas por adición de glutatión 

reducido, o a anticuerpos anti-GST unidos a proteina A o G inmovilizada y ser 

liberados mediante un cambio de pH. 
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Un tercer aspecto de la invención se refiere a un kit que comprende la 

secuencia nucleotídica, la construcción génica o el vector del primer aspecto de 

la invención para la expresión proteica y purificación proteica. Preferiblemente, 

el vector, denominado pTOP, contiene la secuencia nucleotídica SEQ ID NO: 1 

o una variante bioequivalente. Más preferiblemente, el vector pTOP es la 

secuencia nucleotídica SEQ ID NO: 1. 

En una realización preferida del tercer aspecto de la invención, el kit además 

comprende las instrucciones para llevar a cabo el método del segundo aspecto 

de la invención. 

En una realización preferida del tercer aspecto de la invención, el kit además 

comprende una proteasa. Preferiblemente, la proteasa es Pre-Scission. 

Preferiblemente, la proteasa es Enterokinasa. 

En una realización preferida del tercer aspecto de la invención, el kit además 

comprende una pareja de oligonucleótidos cebadores de reamplificación directo 

y reverso de entre 30 y 100 nucleótidos, donde la secuencia del cebador 

directo coincide con el fragmento de SEQ ID NO: 1 cuyo extremo 3' es el 

nucleótido en la posición 1.093 de SEQ ID NO: 1 o el nucleótido en una 

posición de hasta 1 O nucleótidos anterior, y donde la secuencia del cebador 

reverso es complementaria a SEQ ID NO: 1 de manera que su extremo 3' es el 

nucleótido complementario al nucleótido en la posición 1.094 de SEQ ID NO: 1 

o el nucleótido en una posición de hasta 1 Onucleótidos posterior. 

Los cebadores directo y reverso podrían ser SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 21, 

respectivamente. 

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

en parte de la práctica de la invención. Los siguientes ejemplos y dibujos se 

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

presente invención. 

DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

Figura 1. Muestra el proceso de construcción del vector pTOP. Esquema 

de las etapas para la obtención de pTOP que solamente muestra la zona 

codificadora con los marcadores y dianas específicas de proteasas, el resto de 

la secuencia nucleotídica permanece inalterada durante todo el proceso. MD: 

mutagénesis dirigida usando el Site-directed mutagenesis Kit (Stratagene ). R: 

clonación clásica por restricción. CiPCR: clonación por PCR inversa de 

clonación. ATG: codón de iniciación (a); 1OH: secuencia codificadora del 

marcador de polihistidina (b) y (e); GST: secuencia codificadora del marcador 

de Glutatión-S-transferasa (e); PS: secuencia diana de reconocimiento y corte 

por la proteasa PreScission (d); EK: secuencia diana de reconocimiento y corte 

por la proteasa Enterokinasa (f); **---##: sitio de inserción de la secuencia de 

interés a clonar; T AA: codón de terminación de la traducción (g). 

Figura 2. Muestra el mapa del vector pTOP circular. Se muestra el sitio de 

inserción de la secuencia de interés a clonar y un detalle de los marcadores y 

elementos de fusión a la secuencia del gen de interés, así como su orden. 

Figura 3. Muestra las tres posibles proteínas que se pueden obtener 

usando pTOP para su expresión y purificación. A: Proteína de interés 

fusionada a los tres marcadores y a las dos dianas de reconocimiento por 

proteasas específicas. B: Proteína de interés fusionada a un marcador y a la 

diana de reconocimiento por la proteasa Enterokinasa. C: Proteína de interés 

sin aminoácidos extra. 
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Figura 4. Muestra la obtención de la proteína PCBP1. A. Westem blot 

mostrando la puesta a punto de la inducción con arabinosa de la expresión de 

PCBP1 en el cultivo de E. coli BL21 que contiene la construcción génica pTOP

PCBP1. Las condiciones óptimas de expresión de PCBP1 se obtienen a las 3 

horas de inducción con arabinosa. B. Obtención de la proteína recombinante 

PCBP1 fusionada a los marcadores correspondientes, pura en disolución o 

inmovilizada en bolas de glutatión o de Ni. Carril 1: 10His-GST-10His-PCBP1 

en disolución, carril M: marcador de peso molecular, carril 2 10His-PCBP1 en 

disolución, carril 3:10His-GST-10His-PCBP1 inmovilizada en bolas de glutatión. 

EJEMPLOS 

A continuación se ilustrará la invención mediante varios ejemplos que 

describen las etapas para la construcción de pTOP y unos ensayos realizados 

por los inventores, que ponen de manifiesto la especificidad y efectividad del 

vector de expresión de la invención pTOP y del método asociado a dicho 

vector. 

EJEMPLO 1: Construcción del vector de expresión pTOP. 

El vector pTOP se construyó en cuatro etapas (Figura 1) a partir del plásmido 

pPreTOP1-Tfam (SEQ ID NO: 2), donde el gen Tfam clonado en pPreTOP1 va 

desde el nucleótido 365 al nucleótido 973 de SEQ ID NO: 2. 

Etapa 1. Cambio de la secuencia de reconocimiento del enzima de 

restricción BamHI en la posición 359-364 del plásmido pPreTOP1-Tfam 

(SEQ ID NO: 2) por la del enzima de restricción Bgl 11 para obtener el 

plásmido pPreTOP2-Tfam (SEQ ID NO: 3). 

Se llevó a cabo por mutagénesis dirigida mediante PCR en un volumen total de 

50 !JI usando el QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene ). Se 

preparó la mezcla de reacción en frío siguiendo las instrucciones del proveedor 
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mediante la adición de 5 !JI de tampón 1OX, 1 !JI de dNTPs 

(desoxirribonucleótidos trifosfato), 125 ng de cada uno de los cebadores, 2,5 U 

de la polimerasa de ADN Pfu Turbo, 69 ng del plásmido pPreTOP1-Tfam y 37 

!JI de agua bidestilada estéril para completar los 50 !JI totales del volumen de 

reacción. 

El programa del termociclador PTC-200 (MJ Research) consistió en 1 ciclo a 95 

°C durante 30 segundos, seguido de 12 ciclos compuestos de tres etapas, a 95 

°C durante 30 segundos, a 55 °C durante 1 minuto, y a 68 °C durante 5 

minutos. Tras enfriamiento en hielo durante 2 minutos se trató con 2 U de Dpnl 

durante 2 horas a 37 °C. Seguidamente, 2 !JI de la mezcla de reacción se 

usaron para transformar 50 !JI de células competentes E. coli TOP1 O 

(proporcionadas con el kit) por choque térmico. Después de 1 hora en agitación 

orbital a 200 rpm y 37 °C en un incubador-agitador se sembraron en una placa 

de LB-agar con ampicilina (1 00 ¡Jg/ml). 

Tras 24 horas de incubación a 37 °C, se inocularon dos de las colonias en un 

cultivo de 5 mi de medio LB con ampicilina (1 00 ¡Jg/ml) y se mantuvieron a 37 

°C y 200 rpm durante 16 horas. Tras su enfriamiento en un baño de hielo, se 

extrajeron y purificaron sendos plásmidos, que se eluyeron en 50 !JI de agua 

bidestilada estéril y se visualizaron en un gel de agarosa al 1% y tinción con 

bromuro de etidio (0,5 ¡Jg/ml). Posteriormente, se prepararon dos reacciones de 

1O !JI de volumen total con cada uno de los plásmidos, respectivamente, para 

corte con el enzima de restricción Bgl 11 (Rache), según las instrucciones del 

proveedor. Se mantuvo a 37 °C en un temobloque durante 1 hora y tras 

desactivación del enzima durante 20 minutos a 65 °C en un termobloque, los 

productos fueron analizados en un gel de agarosa al 1% en tampón T AE 

conteniendo 0,5 ¡Jg/ml de bromuro de etidio. Como marcador de peso 

molecular se utilizó el 100 bp DNA Ladder (GeneCraft). Los productos se 

visualizaron y fotografiaron en el sistema de documentación de geles Bio-Vision 

con el sofware Vision-CAPT. Finalmente se secuenció uno de los dos 

plásmidos con el kit Big Oye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
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Biosystems) y los electroferograms se obtuvieron en el servicio de 

secuenciación de la Universidad de Santiago de Compostela con el aparato 

3730xl D NA Analyzer de Applied Biosystems ™. Los electroferogramas fueron 

visualizados con el programa Chromas Lite (Copyright © 2005 Technelysium 

Pty Ud), que confirmaron la obtención del plásmido pPreTOP2-Tfam. 

Etapa 2. Introducción simultánea de la secuencia de reconocimiento de la 

proteasa Pre-Scission y de la secuencia de reconocimiento del enzima de 

restricción Nhel en el plásmido pPreTOP2-Tfam (SEQ ID NO: 3) para 

obtener el plásmido pPreTOP3-Tfam (SEQ ID NO: 6). 

La clonación del inserto en el vector se realizó por el método de restricción 

mediante corte con los enzimas de restricción Bgl 11 (Rache) y Pvull (New 

England Biolabs) y ligamiento con la T4 DNA ligasa (Promega). 

Obtención del inserto 

Primero se diseñaron los cebadores adecuadamente para llevar a cabo la 

amplificación del inserto por PCR. El cebador directo (SEQ ID NO: 4), 5'-tttt

agatct-ctggaagttctgttccaggggccc-gctagc-ttttccagcatgggtagcta-3' fue dotado de 

una secuencia extra en el extremo 5' que contenía la secuencia diana para el 

enzima de restricción Bgl 11, entre las posiciones 5-10 de SEQ ID NO: 4, 

seguida de la secuencia diana de la proteasa Pre-Scission, entre las posiciones 

11-34 de SEQ ID NO: 4, y de la secuencia diana para el enzima de restricción 

Nhel, entre las posiciones 35-40 de SEQ ID NO: 4, y en su extremo 3' se 

incluyó la secuencia para la hibridación con el ADN a amplificar. La secuencia 

del cebador inverso (SEQ ID NO: 5), 5'-catacccat-cagctg-acttggagttag-3' 

hibrida en su totalidad con la correspondiente secuencia del molde, que ya 

contenía la secuencia para el enzima de restricción Pvull, y que ocupa las 

posiciones 10-15 de SEQ ID NO: 5. 
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Para un volumen total de 80 !JI de mezcla de reacción se añadieron en frío 16 

!JI de tampón 5x PrimeSTAR, cebador directo e inverso 0,2 IJM cada uno, 

mezcla de dNTPs 0,2 mM cada uno, 200 ng del molde pPreTOP2-Tfam (SEQ 

ID NO: 3), 0,8 !JI de polimerasa PrimeSTAR™ HS DNA (Takara) y agua 

bidestilada estéril hasta completar el volumen total. 

El programa de amplificación en un termociclador PTC-200 consistió en 1 ciclo 

a 95 °C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos compuestos de tres etapas, a 

95 °C durante 30 segundos, a 60 °C durante 30 segundos y a 72 °C durante 1 

minuto, y un ciclo final a 72 °C durante 1 O minutos. A continuación, se 

analizaron los productos en un gel de agarosa al 1%. 

Tras purificación mediante corte y extracción de la banda de un gel preparativo 

de agarosa usando el kit High Pure PCR Product Purification (Rache), y elución 

con agua bidestilada estéril, se procedió a la cuantificación del fragmento 

amplificado por espectrofotometría en el Nanodrop 2000C. Dos IJg del amplicón 

puro se mezclaron en frío con 4 !JI de tampón 1 Ox, 0,4 !JI de BSA 1 OOx y 0,5 !JI 

de cada enzima de restricción Bgl 11 (NEB) y Pvull (NEB) y agua bidestilada 

estéril hasta 40 !JI de volumen total, y se incubaron a 37 °C toda la noche en un 

termobloque. Los productos se analizaron y purificaron de nuevo por el mismo 

procedimiento, se cuantificaron y se almacenaron a -20 °C. 

Obtención del vector lineal 

Tres IJg del plásmido pPreTOP2-Tfam (SEQ ID NO: 3) circular puro se 

mezclaron en frío con 4 !JI de tampón 1 Ox, 0,4 !JI de BSA 1 OOx y 0,5 !JI de cada 

enzima de restricción Bglll (NEB) y Pvull (NEB) y agua bidestilada estéril hasta 

40 !JI de volumen total y se incubaron a 37 °C toda la noche. Los productos se 

extrajeron de la banda de un gel preparativo de agarosa, se purificaron 

siguiendo el mismo protocolo que para la purificación del inserto y tras la 

cuantificación se almacenaron a -20 °C. 
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Clonación del inserto 

Trescientos ng del inserto cortado se mezclaron con 30 ng del vector 

pPrepTOP2-Tfam (SEQ ID NO: 3) lineal, 2 !JI de tampón 10x y 1 !JI de T4 DNA 

ligasa (NEB) y agua bidestilada estéril hasta completar 20 !JI. La mezcla se 

incubó a 16 °C toda la noche en un termociclador dentro de una cámara fría. 

Noventa !JI de bacterias E. coli DH5a químicamente competentes se 

transformaron con 1O !JI del producto de ligamiento y se sembraron en una 

placa de LB-agar ampicilina (1 00 ¡Jg/ml). Después de 24 horas se analizaron 23 

colonias mediante PCR de las cuales 21 resultaron positivas. Se extrajo el 

plásmido de 5 mi de cultivo líquido de 2 clones con el kit GeneEiute TM Plasmid 

Miniprep (Sigma) y tras la cuantificación por espectrofotometría se comprobó la 

presencia del inserto por corte con el enzima de restricción Nhel (NEB) 

siguiendo las instrucciones del proveedor. La correcta inserción del inserto en 

el plásmido pPreTOP2-Tfam (SEQ ID NO: 3) se realizó mediante 

secuenciación directa del plásmido de uno de los clones positivos, 

corroborándose la obtención del plásmido pPreTOP3-Tfam (SEQ ID NO: 6). 

Etapa 3. Introducción de la secuencia codificadora de Glutatión 5

transferasa (GST) en el plásmido pPreTOP3-Tfam (SEQ ID NO: 6) para 

obtener el plásmido pPreTOP4-Tfam (SEQ ID NO: 9) 

La inserción de la secuencia codificadora de GST se realizó por CiPCR como 

método de clonación. 

Amplificación del inserto 

Para la amplificación de la secuencia de GST se utilizó como molde el vector 

pGEX-6P-1 (GE Healthcare). La zona codificadora para GST se extiende desde 

la posición +261 a la +917 y, si se incluye la secuencia codificadora de la diana 

de la proteasa Pre-Scission, abarca hasta la posición 941 y suma un total de 

680 pares de bases, las cuales fueron amplificadas. 
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La PCR se realizó en un volumen final de 50 !JI que contenía 1 O !JI de tampón 

PrimeSTAR 5X, mezcla de dNTPs 0,2 mM cada uno, 0,2 IJM de cada uno de 

los oligonucleótidos cebadores, 50 pg de plásmido pGEX-6P-1 y 1,25 U de la 

polimerasa PrimeSTAR™ HS DNA (Takara). Los oligonucleótidos cebadores 

se diseñaron con la ayuda del programa Primer Express 2.0.0 (Applied 

Biosystems), teniendo en cuenta la secuencia de la región del molde pGEX-6p

1 de donde se amplificó el inserto (nucleótidos 22-35 de SEQ ID NO: 7) y la de 

la región del vector pPreTOP3-Tfam (SEQ ID NO: 6) donde se clonó el inserto 

(nucleótidos 1-21 de SEQ ID NO: 7). La secuencia del cebador directo fue 

(SEQ ID NO: 7): 5'-catcatcatggcggcagatct-tcccctatactagg-3' y la del inverso 

(SEQ ID NO: 8) 5'-aaagctagc-gggcccctggaacagaacttc -3', que incluía la 

secuencia codificadora de la diana de la proteasa Pre-Scission (nucleótidos 1-9 

de SEQ ID NO: 8). En todas las reacciones se usó como diluyente agua 

bidestilada estéril. Las condiciones de amplificación en el termociclador PTC

200 consistieron en 1 ciclo de desnaturalización a 94 °C durante 30 segundos; 

40 ciclos compuestos de tres etapas, a 98 °C durante 1 O segundos, a 54 °C 

durante 30 segundos, y a 72 °C durante 45 segundos, y 1 ciclo final a 72 °C 

durante 1 Ominutos. Los productos de la PCR se sometieron a electroforesis en 

un gel de agarosa al 1%. La banda correcta se cortó con una hoja de bisturí y 

los fragmentos de ADN se extrajeron y purificaron con el High Pure PCR 

Product Purification Kit (Rache) siguiendo el protocolo recomendado por el 

proveedor, y se eluyeron con agua bidestilada estéril. A continuación, se 

cuantificaron por espectrofotometría en el NanoDrop 2000C y se almacenaron 

a -20 °C hasta su utilización. 

CiPCR para la inserción de la secuencia codificadora de GST 

La CiPCR se realizó en un termociclador PTC-200 en un volumen final de 25 !JI 

que contenía 5 !JI de tampón PrimeSTAR 5X, mezcla de dNTPs 0,2 mM cada 

uno, 250 ng del amplicón de PCR obtenido en el apartado anterior (cuyas 

secuencias actuaron de cebadores (por el extremo 3'), y terminadores de la 
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elongación (por el extremo 5') mediante la doble hibridación de sus dos 

extremos con las correspondientes secuencias del vector en el lugar 

seleccionado para clonar el inserto), 100 ng de plásmido pPreTOP3-Tfam (SEQ 

ID NO: 6) y 1,25 U de polimerasa PrimeSTAR™ HS DNA (Takara). Las 

condiciones de amplificación de la CiPCR fueron: 1 ciclo de desnaturalización a 

95 °C durante 5 minutos, 5 ciclos compuestos de cuatro etapas, a 95 °C 

durante 1 minuto, a 81 °C durante 30 segundos, a 65 °C durante 30 segundos, 

y a 72 °C durante 6 minutos, 1 ciclo de cuatro etapas, a 98 °C durante 30 

segundos, a 81 °C durante 20 segundos, a 65 °C durante 20 segundos y a 72 

°C durante 6 minutos. Seguidamente, otros 1 O ciclos compuestos de cuatro 

etapas, a 98 °C durante 20 segundos, a 81 °C durante 15 segundos, a 65 °C 

durante 15 segundos y a 72 °C durante 6 minutos. Finalmente, 1 ciclo de 

extensión a 72 °C durante 15 minutos. Tras enfriamiento en hielo, el producto 

de PCR se trató con 2 U del enzima Dpnl (Fermentas) durante 6 horas a 37 °C, 

seguido de desnaturalización por calentamiento, y tras renaturalización por 

enfriamiento se precipitaron los productos con acetato sódico/etanol, se 

secaron al aire, se diluyeron en 6 !JI de agua bidestilada estéril, que se usaron 

para transformar por choque térmico 60 !JI de células químicamente 

competentes E. coli TG-1. Tras el sembrado de las bacterias transformadas en 

placas de LB-agar conteniendo ampicilina (100 ¡Jg/ml), se incubaron durante 24 

horas. Las colonias obtenidas se analizaron por PCR, y los productos de PCR 

se visualizaron en geles de agarosa al 1% en tampón TAE. Dos de las colonias 

positivas se sembraron en LB líquido conteniendo ampicilina (1 00 ¡Jg/ml) y se 

crecieron durante 16 horas. El cultivo se enfrió en hielo, se precipitaron las 

células por centrifugación a 3.000 x g durante 20 minutos, se decantó el 

sobrenadante y se extrajo el plásmido del precipitado con el kit de purificación 

de plásmidos GenEiute (Sigma), siguiendo las instrucciones del proveedor. Se 

volvió a confirmar la presencia del inserto en los plásmidos por PCR y éstos se 

introdujeron en células químicamene competentes E. coli BL21 mediante 

transformación por choque térmico. Se seleccionaron dos colonias, que se 

crecieron en cultivo líquido de LB conteniendo ampicilina (100 ¡Jg/ml) durante 

16 horas. A una alíquota de 0,5 mi del cultivo líquido de cada una de las dos 
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colonias se le añadió un 25% de glicerol estéril y se almacenaron las dos a -80 

°C. Del resto del cultivo se extrajeron de nuevo los dos plásmidos para el 

análisis y corroboración de las secuencias por secuenciación directa del 

plásmido, que correspondieron a las esperadas para el plásmido pPreTOP4

Tfam (SEQ ID NO: 9). 

Etapa 4. Introducción del epítopo 10 histidinas y la secuencia diana de 

reconocimiento por la proteasa Enterokinasa en el plásmido pPreTOP4

Tfam (SEQ ID NO: 9) para obtener el plásmido pTOP-Tfam (SEQ ID NO: 

19). 

La inserción del epítopo 1 O histidinas (1 OHis ó 1 OH) y la secuencia codificadora 

de la diana de corte con Enterokinasa (EK) se llevó a cabo directamente por 

CiPCR con los cebadores: cebador directo, (SEQ ID NO: 10) 5'

gaagttctgttccaggggccc-catcaccatcaccatcaccatcaccatcac-gatgacgatgaca 

ag-ttttccagcatgggtagctatcca-3', que contiene la secuencia codificadora de las 

10 His, entre los nucleótidos 22-51, la de la diana de EK, entre los nucleótidos 

52-64, la secuencia del extremos 5', entre los nucleótidos 1-21, es la señal de 

terminación de la elongación por la polimerasa y la del extremo 3' es la 

secuencia de hibridación con el molde pPreTOP4-Tfam (SEQ ID NO: 9); el 

cebador inverso (SEQ ID NO: 11) con la secuencia 5'

aaagctagcgggcccctggaacagaacttc-3', hibrida en su totalidad con la zona 

codificadora de la diana de la proteasa Pre-Scission del molde y del inserto. El 

volumen final de la mezcla de CiPCR fue de 25 !JI y contenía 5 !JI de tampón 

5X, mezcla de dNTPs 0,2 mM cada uno, 0,2 IJM de cada uno de los cebadores, 

100 ng de plásmido pPreTOP4-Tfam y 1,25 U de polimerasa PrimeSTAR™ HS 

DNA (Takara). En todas las reacciones se usó como diluyente agua bidestilada 

estéril. El programa de amplificación en el termociclador PTC-200 consistió en 

1 ciclo de desnaturalización a 95 °C durante 5 minutos, 5 ciclos de 

amplificación compuestos de tres etapas, a 95 °C durante 1 minuto, a 70 °C 

durante 30 segundos, a 72 °C durante 7 minutos. Un ciclo compuesto de tres 

etapas, a 98 °C durante 30 segundos, a 70 °C durante 20 segundos y a 72 °C 
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durante 7 minutos. Continuó con 1 O ciclos compuestos de tres etapas, a 98 °C 

durante 20 segundos, a 70 °C durante 15 segundos y a 72 °C durante 7 

minutos y, por último, un ciclo final a 72 °C durante 15 minutos. Tras 

enfriamiento en hielo, el producto de PCR se trató con 2 U de Dpnl (Fermentas) 

durante 6 horas a 37 °C, seguido de precipitación con acetato sódico/etanol. 

Tras centrifugación de las muestras en frío a velocidad máxima durante 20 

minutos, se descartó el sobrenadante y el precipitado obtenido se lavó 2 veces 

con 100 !JI de etanol al 70% seguido de centrifugación en frío a velocidad 

máxima durante 20 minutos. Tras el secado completo del precipitado al aire, 

dicho precipitado se disolvió en 5 !JI de agua bidestilada estéril. Con el producto 

se procedió a la transformación de 60 !JI de células químicamente competentes 

E. coli TG-1 por choque térmico. Se sembró el cultivo en una placa de agar

chocolate (Becton-Dickinson) con ampicilina (200 ¡Jg/ml) y se incubó a 37 °C 

durante 24 horas. 

Las colonias obtenidas fueron analizadas por PCR con los cebadores (SEQ ID 

NO: 12) 5'-ctaggctggaagttctgttccaggggcccg-3' e inverso (SEQ ID NO: 13) 5'

ttttgaattc-ctctttatacttgctcacagcttcttt, y los productos de PCR se analizaron en 

geles de agarosa al 1% en tampón TAE. Las colonias de nuestro interés fueron 

las negativas y éstas fueron preseleccionadas para un segundo análisis 

también por PCR con los cebadores directo (SEQ ID NO: 14) 5'

gaccaaagccatgacaaaaacg-3' e inverso (SEQ ID NO: 15) 5'

tcgacggcgctattcagatc-3'. En este caso, los amplicones de las colonias positivas 

del tamaño correcto (1.670 pares de bases) fueron cortados con Nhel 

siguiendo las instrucciones del proveedor (NEB). Los plásmidos correctos eran 

aquellos que no se digerían con Nhel. Dos de las colonias correspondientes a 

amplicones que no se cortaron con Nhel se sembraron en LB líquido y se 

crecieron durante 16 horas a 37 °C con agitación orbital a 200 rpm. Los cultivos 

se enfriaron en hielo, se precipitaron las células por centrifugación a 3.000 x g 

durante 20 minutos, se decantó el sobrenadante y se extrajeron los dos 

plásmidos contenidos en los precipitados con el kit de purificación de plásmidos 

GenEiute TM Plasmid Miniprep (Sigma) siguiendo las instrucciones del 

 

 

31

ES 2 387 280 B1

 

PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054



5 

10 

15 

20 

25 

30 

proveedor. Se volvió a confirmar la presencia del inserto en sendos plásmidos 

por PCR, y se introdujeron en células químicamente competentes E. coli BL21 

mediante transformación por choque térmico igual que anteriormente. Se 

seleccionaron dos colonias de una de las placas, se crecieron en cultivo líquido 

de LB conteniendo ampicilina (1 00 ¡Jg/mL), se extrajo de nuevo el plásmido y a 

una alícuota del cultivo líquido de cada colonia se le añadió un 25% de glicerol 

estéril y se almacenaron a -80 °C. Los plásmidos extraídos se purificaron y se 

secuenciaron, corroborándose la secuencia esperada para el plásmido pTOP

Tfam (SEQ ID NO: 19). En SEQ ID NO: 19, el codón de iniciación comprende 

los nucleótidos 320-322, la secuencia que codifica para el primer marcador de 

polihistidina comprende los nucleótidos 326-355, la secuencia que codifica para 

el segundo marcador GST comprende los nucleótidos 356-1.024, la secuencia 

que codifica para la diana de la proteasa Pre-Scission comprende los 

nucleótidos 1.025-1.048, la secuencia que codifica para el tercer marcador de 

polihistidina comprende los nucleótidos 1.049- 1.078 y la secuencia que 

codifica para la diana de la proteasa Enterokinasa comprende los nucleótidos 

1.079-1.093. 

EJEMPLO 2: Clonación en pTOP de una proteína recombinante por 

CiPCR: Obtención de PCBP1 (poly-C-binding protein 1) recombinante 

Clonación de PCBP1 en pTOP 

PCBP1 se amplificó de un ADN complementario (cONA) obtenido por 

retrotranscripción con la retrotranscriptasa M-MLV (lnvitrogen) a partir de ARN 

mensajero de linfocitos de sangre extraído mediante trizol (lnvitrogen). Los 

cebadores para la PCR, fueron el cebador directo (SEQ ID NO: 16) 5'

cacgatgacgatgacaag-gatgccggtgtgactgaa-3' y el cebador inverso (SEQ ID NO: 

17) 5 · -atgacaactccgtcttcc-ctagctgcaccccat-3 ·, diseñados en base a la 

secuencia del cONA del transcrito PCBP1-001 ENST00000303577, cuya región 

codificadora contiene 1.071 pares de bases, según la base de datos Ensembl. 

Los extremos 3' de los oligonucleótidos cebadores (nucleótidos 19-36 de SEQ 
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ID NO: 16 y nucleótidos 19-35 de SEQ ID NO: 17) corresponden a la secuencia 

complementaria al sitio de hibridación con PCBP1. El amplicón resultante es de 

1.104 pares de bases, que corresponde a la secuencia del cONA de PCBP1 

desde la posición 294 a la 1.362 (1.068 pares de bases, quedando excluido el 

ATG de iniciación). Las secuencias de los extremos 5', (nucleótidos 1-18 de 

SEQ ID NO: 16 y nucleótidos 1-18 de SEQ ID NO: 17) y sus complemenarias 

de los extremos 3' del amplicón de 1.104 pares de bases, hibridan con el 

vector pTOP en los sitios** ___##. 

La PCR de amplificación de PCBP1 (inserto) se realizó en un volumen final de 

50 ¡..~1 que contenía 10 ¡..~1 de tampón PrimeSTAR 5X, mezcla de dNTPs 0,2 mM 

cada uno, 0,2 ¡..~M de cada uno de los cebadores, 50 ng de cONA y 1 ,25 U de 

PrimeSTAR HS DNA polimerasa (Takara) y como diluyente agua bidestilada 

estéril. La amplificación se llevó a cabo en el termociclador PTC-200 con el 

programa de 1 ciclo de desnaturalización a 94 °C durante 30 segundos; 40 

ciclos compuestos de tres etapas, a 98 °C durante 1 O segundos, a 60 °C 

durante 30 segundos, y a 72 °C durante 75 segundos y 1 ciclo final a 72 °C 

durante 1 Ominutos, para obtener el amplicón de 1.104 pares de bases, que fue 

analizado en un gel de agarosa al 1% en tampón TAE conteniendo bromuro de 

etidio (0,5 ¡..~1/ml en TBE) y comparándolo con el marcador de peso molecular de 

ADN de 1 Kb de GeneCraft. Se visualizó con luz UV y fotografió en el aparato 

de documentación de geles Bio-Vision. Tras corte de la banda con una hoja de 

bisturí y purificación de los productos con el kit de purificación de productos de 

PCR (Rache), se eluyeron con agua bid estilada estéril y se almacenaron a -20 

°C hasta su utilización en la CiPCR. 

En la CiPCR las secuencias de cada uno de los extremos 5' y 3' de cada una 

de las cadenas de los amplicones de 1.104 pares de bases anterior hibridaron 

con cada una de las dos secuencias complementarias de los sitios **___## 

correspondientes de cada cadena del vector donde se clonó PCBP1 (SEQ ID 

NO: 19), siendo por lo tanto, las de los extremos 3' (complementarias de las 

partes correspondientes de cada uno de los extremos 5' de los oligonucleótidos 
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cebadores directo e inverso de la primera PCR), las que actuaron de cebadores 

en la CiPCR, y las secuencias de los extremos 5' (aportadas directamente por 

los oligonucleótidos cebadores a los amplicones de 1.104 pares de bases de la 

primera PCR) como señales de terminación de la elongación. Para la CiPCR se 

preparó una mezcla de 25 !JI que contenía 5 !JI de tampón PrimeSTAR 5X, 

mezcla de dNTPs 0,2 mM cada uno, 250 ng del amplicón de PCBP1, 100 ng de 

plásmido pTOP-Tfam y 1,25 U de PrimeSTAR HS DNA polimerasa (Takara). 

Las condiciones de amplificación en el termociclador PTC200 fueron 1 ciclo de 

desnaturalización a 95 °C durante 5 minutos, 5 ciclos compuestos de cuatro 

etapas, a 95 °C durante 1 minuto, a 65 °C durante 30 segundos, a 52 °C 

durante 30 segundos, y a 72 °C durante 7,5 minutos, 1 ciclo compuesto de 

cuatro etapas, a 98 °C durante 30 segundos, a 65 °C durante 20 segundos, a 

52 °C durante 20 segundos y a 72 °C durante 7,5 minutos, seguido de 1 Ociclos 

compuestos de tres etapas, a 98 °C durante 20 segundos, a 80 °C durante 15 

segundos y a 72 °C durante 7,5 minutos; y 1 ciclo final a 72 °C durante 15 

minutos. Los productos de la CiPCR se trataron con 2 unidades de Dpnl 

durante 6 horas a 37 °C. Después de desactivar el enzima durante 20 minutos 

a 80 °C, los productos se precipitaron con acetato sódico/etanol, se 

resuspendieron en 5 !JI de agua bidestilada estéril, y se transformaron en E. coli 

TG1 para el análisis y selección de clones positivos por PCR. A continuación, 

dos de los clones positivos se crecieron en 5 mi de medio líquido LB con 

ampicilina (1 00 ¡Jg/ml) y se extrajeron sendos plásmidos. Se comprobó de 

nuevo la presencia del inserto por PCR y una alícuota de cada uno se 

transformó en la cepa E. coli BL21. Se obtuvo un cultivo de 5 mi de cada una, 

del que 0,5 mi se usaron para preparar las cepas con glicerol y almacenarlas a 

-80 °C como fuente de bacterias para futuros cultivos. Del resto del volumen de 

cultivo se extrajeron de nuevo los plásmidos, se comprobó la presencia del 

inserto por PCR y uno de los plásmidos pTOP-PCBP1 (SEQ ID NO: 18) se 

secuenció para corroborar que el sitio de inserción y la secuencia del gen 

PCBP1 y las del resto de las regiones codificadoras de las etiquetas y dianas 

eran correctos. 
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EJEMPLO 3: Optimización de las condiciones de inducción del plásmido 

pTOP-PCBP1 y obtención y purificación de PCBP1 recombinante 

fusionada con distintos elementos: 

3.1- Fusionada con las dos etiquetas de polihistidinas y la de Glutatión 5

Transferasa (10His-GST-10His-PCBP1) inmovilizada o en disolución 

3.2- Cortada con la proteasa Pre-Scission para obtener PCBP1 fusionada 

con la etiqueta de 10His (10His-PCBP1) 

Optimización de las condiciones de inducción de la expresión de PCBP1 en el 

plásmido pTOP 

Para la optimización de las condiciones de inducción de la expresión de PCBP1 

en el plásmido pTOP se usaron las cepas de reserva de bacterias E. coli BL21 

con el plásmido pTOP-PCBP1 (SEQ ID NO: 18) que estaban almacenadas en 

LB-glicerol a -80 °C. Se sembró una alícuota en una placa de LB-agar 

ampicilina (1 00 ¡Jg/ml). Una de las colonias de la placa se usó en fresco para 

inocular 5 mi de LB en un tubo de 25 mi de capacidad que se dejó crecer 

durante 6 horas a 37 °C con agitación. Este cultivo fresco se usó para inocular 

un matraz conteniendo 100 mi de LB con ampicilina (1 00 ¡Jg/ml). Se dejó crecer 

hasta que alcanzó una densidad aproximada de 0,4 unidades de densidad 

óptica, medida en un espectrofotómetro Biomate3 (Thermo Scientific) a una 

longitud de onda de 600 nm. Seguidamente, se indujo la expresión de PCBP1 

por adición de un 0,2% de arabinosa (de una disolución estéril al 20% en agua 

bidestilada). Se recogieron alícuotas de 1 mi del cultivo cada hora en cubetas 

de plástico para espectrofotometría de 1 mi, hasta transcurridas 6 horas de 

inducción. Se midieron sus densidades ópticas a medida que se recogieron y, a 

continuación, se trasvasaron los contenidos a los tubos correspondientes, que 

se enfriaron en un baño de hielo, se centrifugaron a velocidad máxima durante 

1 minuto y los precipitados se almacenaron a -80 °C. Una vez terminado el 

proceso, los precipitados se pasaron del congelador a un baño de hielo y se 
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resuspendieron en el volumen de tampón de lisis (50 mM Tris-CIH pH 7.9, 0.5M 

NaCI, 1 mM leupeptina, 1 mM PMSF y 1 mM aprotinina) correspondiente, de 

manera que todos llevaran la misma concentración de bacterias que la muestra 

a tiempo O de inducción. A continuación, estas suspensiones celulares se 

sonicaron en el aparato de ultrasonidos Ultrasonic Homogenizer al 50% de su 

capacidad durante 4 segundos 4 veces con enfriamientos de 5 segundos en 

hielo y seguidamente se sometieron a tres etapas de congelación (rápida en 

hielo seco) y descongelación en hielo. Tras centrifugación en frío a 15.000 x g 

durante 20 minutos, se separaron los sobrenadantes de los precipitados y, 

después de la incubación de una alícuota igual de cada uno de los 

sobrenadantes con tampón de carga a 95 °C durante 2 minutos, las alíquotas 

se depositaron en pocillos de minigeles de poliacrilamida SDS-PAGE del 12% 

(37,5:1 acrilamida:bisacrilamida, Bio-Rad) de 0,75 mm de grosor, 9 cm de 

ancho y 7 cm de alto (Mini-PROTEAN 3, Bio-Rad). Finalizada la separación de 

las bandas de proteínas mediante electroforesis, éstas se transfirieron a 

membranas de PVDF previamente activadas con metanol. La transferencia se 

realizó en disolución con el equipo de transferencia Mini Trans-Biot® (Bio-Rad) 

durante 2 horas a 60 v en frío y a continuación se procedió con el análisis de 

las proteínas por Westem blot. Para ello, las membranas se lavaron con PBS 

conteniendo 0,05% de Tween-20 (Sigma) y se dejaron bloqueando toda la 

noche a 4° C en PBS conteniendo 0,05% de Tween-20 y 10% de leche 

desnatada en polvo. Al día siguiente se lavaron 3 veces con PBS conteniendo 

0,05% de Tween-20 y se incubaron con 5 mi de una dilución 1:2.500 del 

anticuerpo monoclonal de ratón anti-GST (Santa Cruz Biotechnology) durante 1 

hora a temperatura ambiente. A continuación, se lavó la membrana 3 veces 

con PBS conteniendo 0,05% de Tween-20 y se procedió a incubar la 

membrana con 5 mi de una dilución 1 :5.000 del anticuerpo secundario anti

ratón conjugado con peroxidasa de rábano (HRP) (Amersham) durante 1 hora 

en agitación orbital lenta a temperatura ambiente. Tras 3 lavados con PBS 

conteniendo 0,05% de Tween-20, se procedió al revelado de las membranas 

mediante un ensayo de quimioluminiscencia. Para ello, se utilizó como sustrato 

una solución de Lumigen ™ PS-3 (Amersham), siguiendo las recomendaciones 
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del proveedor. La membrana se incubó durante 1 minuto con el sustrato y a 

continuación se realizó al exposición consecutiva de varias películas 

radiográficas (Hyperfilm ECL, Amersham) en oscuridad, la primera durante 1 

minuto en el aparato automático Curix Compact Plus, Agfa, que tras revelado 

permitió hacer un cálculo aproximado del tiempo de exposición necesario para 

obtener la señal con la intensidad satisfactoria. Las siguientes películas se 

expusieron inmediatamente después de haber hecho el cálculo del tiempo 

necesario de exposición. El resultado se muestra en el Westem blot de la 

Figura 4A. 

A continuación, se procedió al escalado del proceso para obtener PCBP1 en 

las cantidades requeridas para cada tipo de ensayo. Se inoculó 1 litro de LB 

conteniendo 100 ¡Jg/ml de ampicilina con 50 mi de un cultivo previo inoculado 

con las bacterias correspondientes de la reserva de cepas en glicerol a -80 °C 

sembradas previamente en una placa de LB-agar ampicilina (1 00 ¡Jg/ml). Este 

cultivo se incubó a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una turbidez de 0,4 

unidades de densidad óptica a 600 nm de longitud de onda. Se le añadió un 

0,2% de arabinosa y se mantuvo en cultivo durante 3 horas (tal como se 

deduce del experimento de puesta a punto, véase la Figura 4A). 

Seguidamente, el cultivo se enfrió en hielo, se trasvasó a los frascos 

correspondientes y se centrifugó a 3.000 x g durante 20 minutos en frío. Los 

precipitados se resuspendieron en 1 O mi de tampón de lisis y se sonicaron en 

un aparato Ultrasonic Homogenizer al 50% de su capacidad durante 1 O 

segundos, 1 O veces con intervalos de enfriamiento de 30 segundos en hielo. 

Tras tres ciclos de congelación-descongelación en hielo seco y hielo se 

centrifugó en frío a 15.000 x g durante 20 minutos. El sobrenadante se incubó 

con 200 !JI de bolas de Ni-NTA (lnvitrogen), lavadas previamente 3 veces con 1 

mi de PBS durante 2 horas en frío y agitación orbital lenta. Tras centrifugación 

y decantado del sobrenadante se hicieron dos lavados del precipitado con 

tampón de lisis conteniendo un 1% de tritón X-1 00 (Sigma) mediante 

incubación de 5 minutos con agitación orbital lenta en frío, otros dos con 

tampón de lisis, y otros dos con tampón de lisis conteniendo 50 mM de 
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durante 2 minutos. Seguidamente, se le añadieron 200 !JI de tampón de lisis 

conteniendo 1M de imidazol, se agitó durante 5 minutos en frío y agitación 

rotatoria lenta para su elución de las bolas. Tras una nueva centrifugación, se 

trasvasó el sobrenadante a otro tubo y el proceso se repitió una segunda vez. 

Una vez juntados los dos volúmenes de sobrenadante conteniendo la proteína 

eluida, se almacenó una alícuota de 1 O !JI en frío (que contiene 1 OHis-GST

1 0His-PCBP1, Figura 4B carril 1 ), y al resto se le añadieron PBS frío hasta 

completar 1mi y 150 !JI de glutatión inmovilizado en bolas (Amersham 

Biosciences), lavadas previamente 3 veces con 1 mi de PBS frío. Tras la 

incubación en frío con agitación orbital lenta durante 2 horas se realizaron dos 

lavados con tampón de lisis conteniendo 1% de tritón X-1 00, otros dos con 

tampón de lisis y otros dos con tampón de corte de la proteasa Pre-Scission 

(Amersham), todos mediante incubación en frío y agitación rotatoria lenta 

durante 5 minutos y centrifugación en frío a 2.000 x g durante 2 minutos. Tras 

el último lavado se le añadieron 70 !JI de tampón de corte de la proteasa 

PreScissión al precipitado de las bolas, se almacenó una alícuota de 2 !JI (que 

contiene 1 OHis-GST-1 0His-PCBP1 unida a las bolas de glutatión, Figura 4B 

carril 3). La mitad se almacenó para usar en ensayos que requirieron la 

proteína inmovilizada en las bolas y a la otra mitad se le añadieron 35 !JI de 

tampón de corte de la proteasa y 4 !JI de proteasa Pre-Scission y la mezcla se 

incubó con agitación rotatoria lenta durante 48 horas recogiendo alícuotas de 

65 !JI cada 12 horas con reposición de nuevo tampón de corte (la proteasa Pre

Scission tiene una cola de GST por lo que permanece unida a las bolas y no es 

necesario reponerla). A cada alícuota se le añadió un 25% de glicerol y se 

almacenaron a -80 °C hasta su uso (estas alícuotas contienen 1 0His-PCBP1 ). 

La proteína inmovilizada en las bolas se almacenó como tal a 4 °C para su uso 

inmediato. El resultado puede verse en la Figura 4B. 
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REIVINDICACIONES 

1.- Una secuencia nucleotídica que comprende los siguientes elementos: 

a. un codón de iniciación, 

b. una secuencia nucleotídica que codifica para un marcador M, 

c. una secuencia nucleotídica que codifica para un marcador N, 

d. una secuencia nucleotídica que codifica para una secuencia 

aminoacídica P de reconocimiento de una proteasa, 

e. una secuencia nucleotídica que codifica para un marcador O, 

f. una secuencia nucleotídica que codifica para una secuencia 

aminoacídica Q de reconocimiento de una proteasa, 

g. un codón de terminación. 

2.- La secuencia nucleotídica según la reivindicación anterior que comprende 

una secuencia que consiste esencialmente en los siguientes elementos: 

a. un codón de iniciación, 

b. una secuencia nucleotídica que codifica para un marcador M, 

c. una secuencia nucleotídica que codifica para un marcador N, 

d. una secuencia nucleotídica que codifica para una secuencia 

aminoacídica P de reconocimiento de una proteasa, 

e. una secuencia nucleotídica que codifica para un marcador O, 

f. una secuencia nucleotídica que codifica para una secuencia 

aminoacídica Q de reconocimiento de una proteasa, 

g. un codón de terminación. 

3.- La secuencia nucleotídica según cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores que comprende los elementos en el siguiente orden: un codón de 

iniciación, una secuencia nucleotídica que codifica para un marcador M, una 

secuencia nucleotídica que codifica para un marcador N, una secuencia 

nucleotídica que codifica para una secuencia aminoacídica P de 

reconocimiento de una proteasa, una secuencia nucleotídica que codifica para 
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un marcador O, una secuencia nucleotídica que codifica para una secuencia 

aminoacídica Q de reconocimiento de una proteasa, un codón de terminación. 

4.- La secuencia nucleotídica según cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores caracterizada porque los marcadores M y O son iguales. 

5.- La secuencia nucleotídica según cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores caracterizada porque los marcadores M, N y O se seleccionan de la 

lista que comprende: polihistidina, Glutatión S-transferasa, avidina, 

estreptavidina, hemaglutinina, VSV-G, HSVtk, FLAG, proteína de unión a 

maltosa, V5, myc y una proteína fluorescente. 

6.- La secuencia nucleotídica según la reivindicación anterior donde los 

marcadores M, N y O se seleccionan de entre polihistidina y Glutatión S

transferasa. 

7.- La secuencia nucleotídica según la reivindicación anterior donde los 

marcadores M y O son una polihistidina y el marcador N es la Glutatión S

transferasa. 

8.- La secuencia nucleotídica según la reivindicación anterior donde los 

marcadores M y O son una polihistidina de entre 6 y 14 histidinas, 

preferiblemente de 1 Ohistidinas. 

9.- La secuencia nucleotídica según cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores caracterizada porque las secuencias aminoacídicas P y Q de 

reconocimiento de proteasas se seleccionan de la lista que comprende las 

dianas de las proteasas: Pre-Scission, Enterokinasa, Trombina, Tev, HRV 3C, 

ULP1 y factor Xa. 

10.- La secuencia nucleotídica según la reivindicación anterior donde la 

secuencia aminoacídica P es la diana de reconocimiento de la proteasa Pre
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Scission y la secuencia aminoacídica Q es la diana de reconocimiento de la 

proteasa Enterokinasa. 

11.- La secuencia nucleotídica según cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores que además comprende un promotor inducible. 

12.- La secuencia nucleotídica según la reivindicación anterior donde el 

promotor inducible se selecciona de la lista que comprende: promotor inducible 

por arabinosa, promotor inducible por lactosa o IPTG (isopropii-~-D-

tiogalactósido), promotor inducible por ecdisona, promotor inducible por 

tetraciclina, promotor inducible por galactosa, promotor inducible por metales 

pesados, promotor inducible por mifepristona, promotor inducible por triptófano, 

promotor inducible por temperatura, promotor inducible por fosfatos y promotor 

inducible por metanol. 

13.- La secuencia nucleotídica según la reivindicación anterior donde el 

promotor es inducible por arabinosa. 

14.- La secuencia nucleotídica según cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores que además comprende al menos un origen de replicación. 

15.- La secuencia nucleotídica según la reivindicación anterior que comprende 

el origen de replicación del plásmido pUC. 

16.- La secuencia nucleotídica según cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores que además comprende al menos un gen de selección. 

17.- La secuencia nucleotídica según la reivindicación anterior donde el gen de 

selección se escoge de la lista que comprende: un gen de resistencia a 

antibiótico, un gen que codifica para una proteína fluorescente, un gen que 

codifica para una proteína luminiscente, un gen que codifica para la beta

galactosidasa y un gen que convierte a cepas auxótrofas en protótrofas. 
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18.- La secuencia nucleotídica según la reivindicación anterior donde el gen de 

selección es un gen de resistencia a antibiótico. 

19.- La secuencia nucleotídica según la reivindicación anterior donde el gen de 

selección es un gen de resistencia a ampicilina, kanamicina, tetraciclina, 

cloranfenicol, geneticina, higromicina B, puromicina, blasticidina, metotrexato o 

zeocina. 

20.- La secuencia nucleotídica según la reivindicación anterior donde el gen de 

selección es un gen de resistencia a ampicilina. 

21.- La secuencia nucleotídica según cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores caracterizada porque es SEQ ID NO: 1 o una variante 

bioequivalente. 

22.- La secuencia nucleotídica según cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores caracterizada porque es una construcción génica o forma parte de 

una construcción génica. 

23.- La secuencia nucleotídica según la reivindicación anterior caracterizada 

porque es una construcción génica. 

24.- La secuencia nucleotídica según cualquiera de las dos reivindicaciones 

anteriores caracterizada porque es un vector o forma parte de un vector. 

25.- La secuencia nucleotídica según la reivindicación anterior caracterizada 

porque es un vector. 

26.- Un método de expresión génica y purificación proteica caracterizado 

porque comprende una etapa (h): 
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h. Clonar un gen de interés en una secuencia nucleotídica, construcción 

génica o vector según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25. 

27.- El método según la reivindicación anterior caracterizado porque después 

de la etapa (h) se lleva a cabo la siguiente etapa (i): 

i. Producir la proteína codificada por la secuencia clonada en la etapa 

(h). 

28.- El método según la reivindicación anterior caracterizado porque la etapa (i) 

comprende al menos dos subetapas: 

i'. Introducir la secuencia nucleotídica, construcción génica o vector 

obtenido en la etapa (h) en una célula procariota o en una célula 

eucariota, 

i". Cultivar la célula de la etapa (i') en presencia de las sustancias 

necesarias para que se exprese la proteína codificada por el gen de 

interés clonado en la etapa (h ). 

29.- El método según la reivindicación anterior donde en la etapa (i') se 

introduce la secuencia nucleotídica, construcción génica o vector en una célula 

procariota, preferiblemente Escherichia coli. 

30.- El método según la reivindicación 28 caracterizado porque en la etapa (i') 

se introduce la secuencia nucleotídica, construcción génica o vector en una 

célula de levadura, una célula de insecto o una célula de mamífero. 

31.- El método según cualquiera de las tres reivindicaciones anteriores donde 

el cultivo del paso (i ")se hace en presencia de arabinosa. 

32.- El método según cualquiera de las cuatro reivindicaciones anteriores, que 

además comprende la siguiente etapa (j): 

j. Purificar la proteína producida en la etapa (i). 
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33.- El método según la reivindicación anterior caracterizado porque la etapa U) 

comprende al menos tres subetapas: 

j'. Lisar las células cultivadas en la etapa (i"). 

j". Unir la proteína del lisado obtenido en la etapa (j') a un ligando 

inmovilizado en un soporte sólido. 

j"'. Liberar la proteína de su unión al ligando de la etapa U"). 

34.- El método según la reivindicación anterior donde el ligando inmovilizado en 

un soporte sólido de la etapa U") es Glutatión. 

35.- El método según la reivindicación 33 donde el ligando inmovilizado en un 

soporte sólido de la etapa (j") es un ión metálico. 

36.- El método según la reivindicación anterior donde el ión metálico es níquel 

(11) y/o cobalto (11). 

37.- El método según cualquiera de las cuatro reivindicaciones anteriores 

donde la proteína se libera de su unión al ligando mediante al menos una de 

las siguientes formas: un cambio en el pH, la adición de ligando libre, la adición 

de una molécula que desplace a la proteína mediante competición por la unión 

al ligando, el tratamiento con un agente reductor, el procesamiento con una 

proteasa. 

38.- El método según la reivindicación anterior donde la proteína se libera de su 

unión al ligando mediante el procesamiento con una proteasa. 

39.- El método según cualquiera de las dos reivindicaciones anteriores donde 

la proteasa se selecciona de la lista que comprende: Pre-Scission, 

Enterokinasa, Trombina, Tev, HRV 3C, ULP1 y factor Xa. 

40.- El método según la reivindicación anterior que comprende la proteasa Pre

Scission. 
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41.- El método según la reivindicación 39 que comprende la proteasa 

Enterokinasa. 

42.- El método según la reivindicación 37 donde la molécula que compite por la 

unión al ligando es imidazol. 

43.- El método según la reivindicación 37 donde el agente reductor es glutatión 

reducido. 

44.-Un kit que comprende una secuencia nucleotídica, una construcción génica 

o un vector según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 para la expresión y 

purificación proteica. 

45.- El kit según la reivindicación anterior donde el vector es la secuencia 

nucleotídica SEQ ID NO: 1 o una variante bioequivalente. 

46.- El kit según cualquiera de las dos reivindicaciones anteriores donde el 

vector es la secuencia nucleotídica SEQ ID NO: 1. 

47.- El kit según cualquiera de las tres reivindicaciones anteriores que además 

comprende las instrucciones para llevar a cabo los métodos según cualquiera 

de las reivindicaciones 26 a 43. 

48.- El kit según cualquiera de las cuatro reivindicaciones anteriores que 

además comprende al menos una proteasa. 

49.- El kit según la reivindicación anterior donde la proteasa es Pre-Scission. 

50.- El kit según la reivindicación 48 donde la proteasa es Enterokinasa. 
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51.- El kit según cualquiera de las siete reivindicaciones anteriores que 

comprende una pareja de cebadores directo y reverso de entre 30 y 100 

nucleótidos, donde la secuencia del cebador directo coincide con el fragmento 

de SEQ ID NO: 1 y cuyo extremo 3' es el nucleótido en la posición 1.093 de 

5 SEQ ID NO: 1, y donde la secuencia del cebador reverso es complementaria a 

SEQ ID NO: 1 de manera que su extremo 3' es el nucleótido complementario al 

nucleótido en la posición 1.094 de SEQ ID NO: 1. 
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LISTADO DE SECUENCIAS 

<110> Universidade de Santiago de Compostela 

<120> pTOP: Nuevo vector de expresión y purificación de proteínas 

<130> 1596.30 

<160> 23 

<170> Patentin version 3.5 

<210> 1 
<211> 4854 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 

<220> 
<223> Vector pTOP 

<400> 1 
aagaaaccaa ttgtccatat tgcatcagac attgccgtca ctgcgtcttt tactggctct 60 

tctcgctaac caaaccggta accccgctta ttaaaagcat tctgtaacaa agcgggacca 120 

aagccatgac aaaaacgcgt aacaaaagtg tctataatca cggcagaaaa gtccacattg 180 

attatttgca cggcgtcaca ctttgctatg ccatagcatt tttatccata agattagcgg 240 

atcctacctg acgcttttta tcgcaactct ctactgtttc tccatacccg tttttttggg 300 

ctaacaggag gaattaacca tgggccacca ccatcaccac caccatcatc atcatggcgg 360 

cagatcttcc cctatactag gttattggaa aattaagggc cttgtgcaac ccactcgact 420 

tcttttggaa tatcttgaag aaaaatatga agagcatttg tatgagcgcg atgaaggtga 480 

taaatggcga aacaaaaagt ttgaattggg tttggagttt cccaatcttc cttattatat 540 

tgatggtgat gttaaattaa cacagtctat ggccatcata cgttatatag ctgacaagca 600 

caacatgttg ggtggttgtc caaaagagcg tgcagagatt tcaatgcttg aaggagcggt 660 

tttggatatt agatacggtg tttcgagaat tgcatatagt aaagactttg aaactctcaa 720 

agttgatttt cttagcaagc tacctgaaat gctgaaaatg ttcgaagatc gtttatgtca 780 

taaaacatat ttaaatggtg atcatgtaac ccatcctgac ttcatgttgt atgacgctct 840 

tgatgttgtt ttatacatgg acccaatgtg cctggatgcg ttcccaaaat tagtttgttt 900 

taaaaaacgt attgaagcta tcccacaaat tgataagtac ttgaaatcca gcaagtatat 960 

agcatggcct ttgcagggct ggcaagccac gtttggtggt ggcgaccatc ctccaaaatc 1020 

ggatctggaa gttctgttcc aggggcccca tcaccatcac catcaccatc accatcacga 1080 

tgacgatgac aagtaaggaa gacggagttg tcattggaat tcgaagcttg ggcccgaaca 1140 

aaaactcatc tcagaagagg atctgaatag cgccgtcgac catcatcatc atcatcattg 1200 

agtttaaacg gtctccagct tggctgtttt ggcggatgag agaagatttt cagcctgata 1260 

cagattaaat cagaacgcag aagcggtctg ataaaacaga atttgcctgg cggcagtagc 1320 

gcggtggtcc cacctgaccc catgccgaac tcagaagtga aacgccgtag cgccgatggt 1380 

agtgtggggt ctccccatgc gagagtaggg aactgccagg catcaaataa aacgaaaggc 1440 
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YEAST, 2004, Vol. 21, No. 12, páginas 1025-1033, ISSN: 0749-503X, todo el documento. 
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Nº de solicitud: 201130235 
  

 
 

  
 
Fecha de Realización de la Opinión Escrita: 22.02.2012  
 
 
 Declaración    
     
 Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-51 SI 
  Reivindicaciones  NO 
     
 Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones  SI 
  Reivindicaciones 1-51 NO 

 

 

 
 

  
Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicación industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de 
examen formal y técnico de la solicitud (Artículo 31.2 Ley 11/1986). 
 
Base de la Opinión.- 
 
La presente opinión se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica. 
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OPINIÓN ESCRITA 

 

Nº de solicitud: 201130235 
  
  

1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 

Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 POLANOWSKA, J. et al., Biotechniques, (2004), 36(5): 778-80, 782. 2004 
D02 BÜRCKSTÜMMER, T. et al., Nat. Methods, (2006), 3(12): 1013-9. 2006 
D03 PUIG, O. et al., Methods, (2001), 24(3): 218-29. 2001 
D04 XU, X. et al., Protein Expr. Purif., (2010), 72(2): 149-56. 2010 
D05 LI, Y., Biotechnol. Appl. Biochem., (2010 Feb), 55(2): 73-83. 2010 
D06 AUSTIN, B.P. et al., Methods Mol. Biol., (2009), 498: 157-72. 2009 
D07 HONEY, S. et al., Nucleic Acids Res., (2001), 29(4): E24. 2001 
D08 US 2006099710 A1 (DONNELLY et al.) 11.05.2006 
D09 US 2008039616 A1 (SIGMA ALDRICH CO.) 14.02.2008 
D10 TAGWERKER, C. et al., Mol. Cell Proteomics, (2006), 5(4): 737-48. 2006 
D11 KANEKO, A. et al., Yeast, (2004), 21(12): 1025-33. 2004 

 
 
En D1-D11 se describen estructuras polipeptídicas constituidas por secuencias marcadoras y secuencias de reconocimento 
de una actividad proteasa para su aplicación en el método TAP (‘Tandem Affinity Purification’) de purificación de proteínas. 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
 
1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes). 
 
1.1. El objeto de la reivindicación 1 consiste básicamente en una secuencia de nucleótidos que codifica tres marcadores (M, 

N y O) y dos secuencias de reconocimiento de una proteasa (P y Q). En el estado de la técnica más próximo, 
constituido por los documentos D1-D11, no se ha divulgado ninguna secuencia que comparta las mismas 
características técnicas de la reivindicada en la solicitud de patente.  
 

1.2. La presente invención satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la 
invención, definido en las reivindicaciones 1-51, es nuevo de acuerdo con el Art. 6.1. de la Ley de Patentes.  

 
 
2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de Patentes). 
 
2.1. Reivindicación independiente 1. 
 
2.1.1. Los documentos D1-D3 constituyen el estado de la técnica más próximo. En D1 se describe una secuencia constituida 

por los epítopos HA, polihistidina (8xHis) y myc, y la secuencia del sitio de corte de la proteasa TEV; dispuestas según 
el siguiente orden: HA-8xHis-TEV-myc. Dicha secuencia, fusionada  al extremo 3’ de un gen de interés, tiene 
aplicación en métodos de marcaje y purificación de proteínas (c.f. D1: Figura 1). En D2 se analizan secuencias 
constituidas por tres secuencias marcadoras (2xProA-CBP/SBP, 2xProG-CBP/SBP) y la secuencia de reconocimiento 
TEV con aplicación en métodos de marcaje y purificación de proteínas (cf. D2: Resultados, Figura 1). En D3 se 
divulgan análogamente una secuencia constituida por el epitopo ProA, la secuencia de corte de TEV, el epítopo CBP 
y la secuencia de corte de la enteroquinasa (EK). La fusión de  esta secuencia en el extremo 5’ de un gen de interés 
facilita la purificación del polipeptídico codificado (c.f. D2: Apartado 6.1.1; Figura 4). 

 
2.1.2. El problema técnico a resolver por el objeto de la reivindicación independiente 1 puede ser considerado, por 

consiguiente, como la provisión de una nueva secuencia de nucleótidos codificadora de secuencias marcadoras y de 
reconocimiento de proteasas. 

 
2.1.3. La solución propuesta es la secuencia de la reivindicación 1 que consiste básicamente en una secuencia de 

nucleótidos que codifica tres marcadores (M, N y O) y dos secuencias de reconocimiento de una proteasa (P y Q). 
Según se descripción, dichos elementos se disponen preferentemente en el siguiente orden: M-N-P-O-Q, lo que 
facilita diferentes opciones de marcaje y purificación de proteínas. En concreto, permite la purificación de una proteína 
fusionada a tres marcadores (M-N-P-O-Q), a un marcador (O-Q) o sin ningún tipo de marcador (cf. Página 6, línea 31-
Página 7, línea 7; Página 3, línea 20-Página 4, línea 2).  

Básicamente, la diferencia técnica entre la secuencia de la invención y las descritas en D1-D2 es la existencia de 
un segundo elemento de reconocimiento de una proteasa (Q). No obstante, en D3 se describe la secuencia para el 
marcaje y purificación de proteínas caracterizada por los elementos ProA-TEV-CBP-EK, en donde TEV y EK son 
secuencias de reconocimiento de unas proteasas. Por consiguiente, la secuencia descrita en D3 facilita la purificación 
de proteínas con los marcajes ProA y/o CBP, o sin ningún tipo de marcaje especifico. 
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Sobre la base del estado de la técnica más próximo, representado por D1-D3, junto con los conocimientos de uso y 
aplicación habitual en este campo de la técnica (cf: D4-D11), se concluye que la solución propuesta por la solicitud de 
patente al problema técnico planteado sería evidente para el experto en la materia. Por ello, el objeto de la 
reivindicación independiente 1 puede considerarse que no es inventivo. Según lo anteriormente expuesto, el objeto de 
las reivindicaciones dependientes 2-51 también se considera que es no inventivo. 

 
 
2.2. La presente invención no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la 

invención, definido en las reivindicaciones 1-51, no implica actividad inventiva de acuerdo con el Art. 8.1. de la Ley de 
Patente. 
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