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DESCRIPCION

Meétodo para mejorar la estabilidad del ADN li-
neal en sistemas de transcripcién/traduccion in vitro,
exentos de células.

La presente invencién se refiere a un método
para mejorar la estabilidad del ADN lineal corto,
frente a las exonucleasas en sistemas de transcrip-
cién/traduccion in vitro, exentos de células, emplean-
do lisados que contienen exonucleasas o en sistemas
celulares en donde la estabilidad del ADN lineal corto
se mejora afiadiendo ADN lineal inespecifico.

La transcripcién/traduccién in vitro, dependiente
del ADN, exento de células, trabaja completamente
bien en la préctica con respecto a la expresion del
ADN circular de doble hélice y con respecto a la ex-
presion del ADN lineal largo. Las tentativas de una
expresion de fragmentos de ADN lineal mas corto ha
tenido Unicamente un éxito limitado. Cuanto mds pe-
quefio es el ADN empleado mds dificil ha sido ob-
tener apreciables cantidades de producto génico. Se
estableci6 que estas dificultades eran debidas a la pre-
sencia de exonucleasas. Por lo tanto se demostr6 que
la exonucleasa V es responsable de la degradacion del
ADN lineal cuando los lisados S30 de E. coli fueron
transcritos y traducidos in vitro. La exonucleasa V se
compone de tres subunidades (los productos génicos
recB, recC, recD). Esta exonucleasa escinde el ADN
lineal a partir de su extremo 3’.

Se intenté remediar este problema mediante la
mutacién de las subunidades de esta exonucleasa con
el fin de eliminar la actividad litica. Yang et al., (1980)
PNAS vol. 77, n° 12 pp 7029-7033 describen una sin-
tesis mejorada de proteina partiendo de moldes de
ADN lineal empleando la cepa de E. coli CF300 des-
pués de la delecién de la exonucleasa V (eliminacién
de los genes recB, recC, de la cepa recB21).

Leavel Basset et al., (1983), J. Bacteriol. vol. 156,
n° 3, pp. 1359-1362, mutaron adicionalmente los ge-
nes de la RNasa y polinucleétido fosforilasa (rna-19
pnp-7) en la cepa recB21 (cepa CLB7) y lograron una
expresion de la proteina significativamente mayor con
moldes de ADN lineal después de un periodo de una
hora de incubacidn.

Lesley et al., (1991), J. Biol.. Chem. vol. 266, n°
4, pp 2632-2638, emplea una cepa recD BL21 defi-
ciente en exonucleasa V, a la cual ha dado el nombre
de cepa SL119, y describe por primera vez el método
de sintesis de la proteina in vitro partiendo de moldes
generados por PCR. Se dispone comercialmente de li-
sados de la cepa SL 119 (Promega) para la transcrip-
cién/traduccion in vitro empleando moldes lineales.

Sin embargo, una desventaja de las medidas des-
critas mds arriba es que todos estos mutantes crecen
muy despacio y también que los lisados obtenidos de
estas cepas tienen una velocidad de sintesis significa-
tivamente mas pobre. Aparentemente esta exonuclea-
sa juega un importante papel en el metabolismo de las
bacterias. Por lo tanto, parece ser importante emplear
lisados o cultivos celulares en los cuales la exonuclea-
sa esté presente.

Otra medida concebible para proteger no obstante
los 4cidos nucleicos contra la degradacién exonucleo-
litica, es el modificar los 4cidos nucleicos bien sea
protegiendo ambos extremos, o bien sea empleando
bloques de construccién nucledtida modificados, co-
mo se describe en la literatura para dcidos nucleicos
en el campo anti-sentido y en las siguientes citas:
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Las moléculas de ADN/ARN monocatenarias
pueden protegerse protegiendo los extremos con gru-
pos alquilo y modificando las bases. Pandolfi et al.
(1999) Nucleosides & Nucleotides, 18(9), 2051-2069.
Verheijen et al., (2000) Bioorganic & Medicinal Che-
mistry Letters 10, 801-804, muestran una mayor es-
tabilidad de las moléculas de ADN monocatenarias
protegiendo los extremos con enlaces 4-hidroxi-N-
acetilprolinol, L-serinol 6 mediante 3’-3’-fosfodiés-
ter. Los enlaces fosforotioato puros o mixtos y oligo-
nucledtidos quimicamente modificados p. ej., metil-
fosfonatos y fosforamidatos son mas estables y se de-
gradan mds lentamente por las exonucleasas Kandi-
malla et al., NAR (1997) vol 25, n° 2, pp. 370-378.
Tohda et al., (1994) Journal of Biotechnology (‘“Re-
vista de Biotecnologia”) 34 (1994) 61-69 muestran
que el ARN que contiene fosforo- tioatos es mds esta-
ble frente a las nucleasas y por lo tanto tiene una ma-
yor eficiencia de traduccién. Sin embargo, por regla
general solamente podrian producirse pequefas can-
tidades de proteina. Tang et al., (1993) NAR, vol. 21
n° 11 pp 2279-2735 muestran que las estructuras de
bucle en horquilla protegen el extremo 3’ de los ADN
monocatenarios contra la degradaciéon exonucleoliti-
ca. Hirao et al., (1993) FEBS, vol. 321, n° 2,3,169-
172 muestran que la horquilla que forma el fragmen-
to d de ADN (GCGAAGC), es extremadamente resis-
tente a las nucleasas de los extractos de E. coli. Yos-
hizawa et al., (1994) NAR, vol. 22 n° 12 pp. 2217-
2221 describen que una estabilizacién del extremo 3’
de ARNm por hibridacién con la misma horquilla da
como resultado un aumento de 200 veces la eficien-
cia de la traduccioén in vitro con extractos de E. coli.
Good y Nielsen (1998) PNAS USA 95, 2073-6 mues-
tran que las moléculas sintéticas que contienen bases
que estan acopladas a un esqueleto de péptidos (acido
péptido nucleico, PNA) son resistentes a la escision
hidrolitica en extractos de E. coli y pueden ser em-
pleados como molécula sin sentido. Burdick y Emlen
(1985), J. Inmunology 135, 2593-7 describen que en
inmunocomplejos ADN anti-ADN, las moléculas de
IgG pueden proteger el ADN que estd unido a la mis-
ma, de la degradacién nucleolitica. La patente EP 0
967 274 A2 describe métodos para la preparacion de
moléculas de ADN lineal de doble cadena en forma
de pesa. En este método se escinde un plasmido con
enzimas de restriccion y las moléculas resultantes de
doble cadena cerradas no covalentemente, se modifi-
can a continuacién para formar construcciones en for-
ma de pesa mediante la digestion de los extremos con
una endonucleasa de restriccién que forma colgantes
monocatenarios y a continuacién ligando los oligd-
meros en forma de horquilla emparejados, sobre los
colgantes monocatenarios resultantes. Esta construc-
cién tiene una mayor estabilidad frente a las exonu-
cleasas de la T7 ADN polimerasa.

Una desventaja de estas medidas es que la sin-
tesis de estos bloques de construccién de nucledti-
dos modificados, es a menudo muy complicada. Por
una parte, la preparacion de los nucleétidos modifica-
dos es complicada y cara. Por otro lado, se necesitan
unos pasos del procedimiento que consumen un tiem-
po adicional, para incorporar la modificacion. Ade-
mads, pueden surgir dificultades empleando los dcidos
nucleicos modificados como moldes. En el caso de
los fosfotioatos una desventaja es por ejemplo que la
sintesis es muy complicada y se forma una mezcla
de diastere6meros, la cual, después de la incorpora-
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cién, no es dptimamente adecuada como molde para
la transcripcion o la traduccidn.

Otros sistemas de expresion exentos de células sin
estrategias de proteccion estin descritas en la técnica
anterior: En la patente US 5571690, Hecht describe
un método para la sintesis exenta de células de una
proteina, partiendo de un molde que ha sido genera-
do en una reaccién PCR. En este método, se amplifica
la secuencia completa de genes incluyendo la regién
promotora del fago de un plasmido. Después, en una
transcripcion in vitro, se emplea un lisado de reticu-
locitos de conejo para la traduccién. Con este método
ha sido posible producir 57 ug/ml de una proteina em-
pleando ARNm que ha sido modificado después de
la transcripcién con un 5’CAP. Martemyanov et al.,
(1997) FEBS Lett. 414, 268-270 emplean un extracto
S30de E. coli para la sintesis exenta de células de una
proteina partiendo de un molde el cual ha sido gene-
rado en una reaccién PCR de 2 pasos. En este método
el gen diana se amplifica en primer lugar en una reac-
cién PCR con ayuda de dos cebadores oligonucledti-
dos gen-especificos y a continuacion se someten a una
segunda reaccién PCR en la cual se emplea un llama-
do megacebador para fusionar el promotor T7 y el si-
tio de unién ribosémica con el gen amplificado. Sélo
fué posible producir cantidades radioactivamente de-
tectables de proteina. Yang y col., (2000), J. Bacteriol.
182, 295-302 emplean un extracto de E. coli para de-
mostrar la sintesis exenta de células de una proteina
que parte de un molde que ha sido generado en una
reaccion PCR. En este método fue solamente posible
producir cantidades de proteina radioactivamente de-
tectables. Nakano et al., (1999) Biotechnol & Bioeng.
64, 194-199 emplean un extracto S30 de E. coli en un
reactor de fibra hueca para producir por lo menos 80
pg/ml de proteina en la mezcla de reaccién partien-
do de un molde generado en una reaccion PCR. En la
patente US 6027913, Sommer empled un extracto de
reticulocitos para la sintesis exenta de células de una
proteina partiendo de un molde generado en una re-
acciéon PCR de un tnico paso. En este método el pro-
motor T7 y el sitio de unién ribosémica se fusionan al
gen diana. Incluso con este método pueden producirse
solamente pequefias cantidades de proteina.

Sin embargo, los métodos descritos mds arriba no
son satisfactorios. Aunque los lisados eucariéticos de
reticulocitos de conejo estdn relativamente exentos de
nucleasas, una desventaja es que estos lisados no pue-
den producirse econdmicamente en grandes cantida-
des. Permiten solamente muy pequefios rendimientos
en proteinas. Lo mismo puede aplicarse a los lisados
de germen de trigo, los cuales o bien deben ser pre-
parados muy laboriosamente o bien de otra manera
estan fuertemente contaminados con factores de inhi-
bicién de la traduccién del tejido circundante (patente
JP 236 896).

En cambio, los lisados de E. coli suministran can-
tidades mucho mayores de proteina. Sin embargo, los
métodos descritos para la preparacién de lisados de
E. coli permiten solamente periodos de reaccién rela-
tivamente cortos de hasta aproximadamente una hora
con moldes de ADN lineal puesto que més tarde estos
moldes de ADN son completamente degradados por
las exonucleasas contenidas en el lisado. Los lisados
obtenidos a partir de los mutantes de la exonucleasa
de E. coli (a saber cepas deficientes en exonucleasa)
tienen un rendimiento de la sintesis significativamen-
te mds pobre en comparacién con las cepas de tipo
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salvaje tales como la cepa A19 por ejemplo.

Los métodos para la proteccién del ARNm tienen
la desventaja de que en primer lugar, la transcripcién
in vitro tiene que efectuarse antes de que el ARNm
protegido pueda ser afiadido al lisado. Esto a su vez
permite una reaccidn acoplada y una sintesis continua
de ARN. Métodos para la proteccién del ARN estian
descritos en Tohda er al., (1994), Journal of Biote-
chnology 34 (1994), 61-69, Yoshizawa et al., (1994)
NAR, vol 22, pp 2217-2221.

Por lo tanto el objeto de la presente invencion es
un método para mejorar la estabilidad del ADN li-
neal corto frente a las exonucleasas en sistemas de
transcripcién/traduccién exentos de células, in vitro,
dependientes de ADN, empleando lisados que contie-
nen exonucleasas, o en sistemas celulares.

Este objeto se ha logrado de acuerdo con la in-
vencién mediante un método para mejorar la estabili-
dad del ADN lineal corto, frente a las exonucleasas en
sistemas de transcripcidén/traduccion exentos de célu-
las, in vitro, dependientes de ADN, empleando lisados
que contienen exonucleasas o en sistemas celulares en
los que la estabilidad del ADN lineal corto se mejora
mediante la adiciéon de ADN lineal inespecifico.

El método de acuerdo con la invencidon, se
emplea de preferencia para sistemas de transcrip-
cién/traduccién in vitro, acoplados. Acoplados, en el
sentido de la presente invencion, se refiere a que la
transcripcién y la traduccién tienen lugar al mismo
tiempo en una reaccién. Acoplados, en el sentido de
la presente invencién, puede también significar que
las moléculas de ARNm que acaban de formarse por
transcripcioén son traducidas inmediatamente por los
ribosomas.

El método de acuerdo con la invencién es particu-
larmente empleado de preferencia para los sistemas
de transcripcidn/ traduccion exentos de células, in vi-
tro, que emplean lisados que contienen exonucleasas.
El método es especialmente empleado para sistemas
de transcripcién/traduccién exentos de células in vi-
tro, que emplean lisados que contienen exonucleasas
de procariotas, p. €j., lisados de E. coli.

La presente invencidn se refiere también al empleo
del método de acuerdo con la invencion para sistemas
de transcripcién/traduccién exentos de células, in vi-
tro, que emplean lisados de eucariotas que contienen
exonucleasas. Estos lisados pueden ser de oocitos o
huevos p. ej., de Xenopus. Es posible también em-
plear lisados de gérmenes de trigo o reticulocitos de
conejo. El método de acuerdo con la invencién, puede
emplearse también cuando los lisados que contienen
la exonucleasa son lisados de células eucariéticas que
se han desarrollado en un cultivo celular.

El empleo de un lisado procaridtico es el mas pre-
ferido de acuerdo con la invencién. Sin embargo, el
lisado eucaridtico corriente de reticulitos del conejo
contiene una cantidad mucho menor de exonucleasas
que el del procariota E. coli por ejemplo, y por lo tan-
to deberia ser preferido en vistas a la estabilidad de
los moldes lineales. Sin embargo, el empleo del lisa-
do procariético es ventajoso puesto que en contraste
a los ribosomas eucariéticos, los ribosomas procarié-
ticos no necesitan una estructura CAP para una alta
velocidad de sintesis. Esta estructura CAP no pue-
de a su vez formarse en una reaccién de transcrip-
cién/traduccién acoplada, es decir, una reaccién en la
que transcripcion y traduccion se realizan al mismo
tiempo.
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ADN corto en el sentido de la presente invencion
significa que solamente hasta 10.000 pares de bases
adicionales estdn presentes antes y después de un gen
(es decir un gen incluyendo sus elementos regulado-
res tales como promotor, terminador, elementos que
aumentan la traduccién).

Sin embargo, el ADN lineal afiadido (ADN sacri-
ficatorio o competidor) no deberia dar por resultado
una sintesis de fondo de proteinas, indeseable. Por lo
tanto, el ADN afiadido debe ser inespecifico. Dentro
del sentido de la presente invencién, ADN inespecifi-
co significa que el ADN lineal afiadido no se transcri-
be en el sistema de transcripcién/ traduccién in vitro
existente.

Varias medidas pueden emplearse para asegurar
que el ADN lineal afiadido no se transcribe. En los
sistemas de transcripcion/traduccion in vitro, que em-
plean lisados que contienen exonucleasa, se emplean
de preferencia ARN-polimerasas las cuales solamen-
te se unen al ADN que hay que expresar o solamente
pueden emplear el ADN para ser expresado como un
molde para la sintesis del ARN, pero no el ADN ines-
pecifico afiadido. Esto se ilustra ademds mediante el
siguiente caso:

Se pretende transcribir ADN procariético. En este
caso es posible emplear una ARN polimerasa proca-
riética o una ARN polimerasa de bacteriéfagos tales
como los de los fagos T7, T3 o SP6 como la polime-
rasa que reconoce el correspondiente promotor proca-
riético T7, T3 o SP6 pero no los promotores de los sis-
temas eucarioticos. Por lo tanto, en este caso el ADN
eucaridtico puede afiadirse como ADN inespecifico,
Asi, solamente se transcribird el gen después de un
promotor procariético T7, T3 o SP6, pero no el ADN
eucaridtico afiadido, el cual es por lo tanto reconocido
como inespecifico para el sistema que se emplea (gen
con promotor procaridtico T7, T3 o SP6, mas promo-
tor procariético T7, Y3 o SP6).

En casos en donde el ADN sacrificatorio es ADN
eucaridtico, es preferible afiadir ADN cortado de es-
perma de arenque, esperma de salmén o timo de ter-
nero.

Asi, un método para prevenir la expresién del
ADN sacrificatorio es el de que el ADN afiadido sea
de una especie extrafia, o que no contenga ningin ele-
mento regulador que pudiera ser reconocido por la po-
limerasa empleada para la expresion.

Otra medida preferida para prevenir la expresion
inespecifica para el método de acuerdo con la inven-
cion en sistemas de transcripcidn/traduccion in vitro,
que emplean lisados que contienen exonucleasas, es
para inhibir las polimerasas que puedan estar presen-
tes en los lisados o sistemas celulares con el fin de pre-
venir la expresion inespecifica del ADN afiadido o del
ADN presente en los sistemas de lisados/celulares.

Es particularmente preferido cuando la transcrip-
cién del ADN inespecifico se impide por inhibicién
de las ARN-polimerasas que dependen del ADN, las
cuales transcribirian también el ADN inespecifico.
Por lo tanto, si por ejemplo el sistema de traduccién
in vitro es un sistema de transcripcién/traduccién in
vitro que emplea lisados que contienen exonucleasa,
que estan obtenidos a partir de procariotas, tales co-
mo los lisados de E. coli, el gen que hay que expre-
sar puede ser proporcionado por un promotor como
se ha descrito mas arriba, el cual es solamente reco-
nocido por una ARN-polimerasa de bacteriéfago, tal
como la ARN-polimerasa T7, T3 o SP6. A continua-
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ci6n se afiade la T7, T3 o SP6 ARN-polimerasa (pri-
mera medida para prevenir la expresion inespecifica).
Se afiade una substancia tal como la rifampicina como
medida adicional la cual inhibe las ARN-polimerasas
que dependen del ADN en el lisado de procariotas.
Por lo tanto solamente la ARN-polimerasa de bacte-
ri6fago tal como la T7, T3 o SP6 ARN-polimerasa
es activa, la cual reconoce solamente el promotor del
gen que hay que expresar. Estas medidas suprimen en
gran manera la expresion inespecifica.

Una medida adicional o alternativa es ayudar con
otras substancias en lugar de la rifampicina tales como
la estreptolidigina, tirandamicina, sorangicina o deri-
vados de rifamicina, las cuales inhiben la extension de
la cadena del ARN mediante la unién a las ARN-poli-
merasas dependientes de ADN de lisados procariotas.

En el caso de sistemas de transcripcién/traduccién
in vitro empleando lisados que contienen exonuclea-
sas que son derivados de eucariotas, puede afiadirse
una substancia para prevenir la expresion inespecifica
que inhibe la ARN-polimerasa II en los lisados euca-
riéticos p. €j., la alfa-amanitina. A continuacién, pue-
den afiadirse polimerasas especiales tales como la T7,
T3 ARN-polimerasa o SP6 ARN-polimerasa, la cual
solo acepta el gen que hay que expresar como un mol-
de cuando el gen se localiza detrds de un promotor
adecuado.

De acuerdo con el método de la invencion es pre-
ferible afiadir ADN inespecifico a una concentracién
de 1 a 200 pug/ml por mezcla de traduccién. Una con-
centracién de 10 a 100 ug/ml por mezcla de traduc-
cién es particularmente preferida.

Ademas, se prefiere que el ADN inespecifico ten-
ga una longitud de por lo menos 10 pares de bases.

Una ventaja del método de acuerdo con la inven-
cién es que los genes no tengan que ser clonados de
una manera complicada en un vector plasmido circu-
lar con el fin de permitir la sintesis de la proteina, sino
que el gen deseado pueda ser directamente amplifica-
do a partir de un banco de genes o una fraccién de
ARN mediante PCR o RT-PCR para la expresion de
una proteina. Las regiones del promotor y del termi-
nador necesarias para la expresion pueden ser inserta-
das adicionalmente en esta PCR.

Puede también concebirse que este ADN inespe-
cifico se adicione, en la llamada inmunizacién por
ADN, con una construccién lineal de la expresion del
ADN. En la inmunizacién por ADN es corriente in-
yectar una construccion de la expresion del ADN en el
animal, la cual a continuacién es extraida y expresada
por las células del animal. Hasta que el extracto esta
dentro de las células la pieza de ADN esta expuesta al
ataque exonucleolitico y el ADN inespecifico afiadido
la protegeria contra éste.

Las ventajas de la estabilizacién del ADN de
acuerdo con el método de la invencién son que el mol-
de puede volver a formar continuamente el ARNm
y por lo tanto el proceso de sintesis de la proteina
puede tener lugar durante un periodo mas largo en
por ejemplo los procesos CFCF y CECF descritos por
Spirin et al. en las patentes EP 0 312 617, EP 0 401
369. En las técnicas CFCF y CECEF citadas por Spi-
rin la traduccién/ transcripcién in vitro es suministra-
da con nuevos substratos y los productos de reaccién
se separan continuamente. La reaccién de transcrip-
cion/traduccion in vitro puede asi tener lugar durante
un periodo mds largo, es decir, hasta varios dias. Por
lo tanto el molde de ADN tiene que ser protegido du-
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rante un periodo mds largo, como seria el caso en una
traduccidn/transcripcion in vitro corriente, la cual du-
ra desde 30 minutos hasta un maximo de dos horas.

Se ha mostrado como la expresién de una protei-
na partiendo de un molde lineal podria multiplicarse
varias veces, mediante el método de acuerdo con la
invencion.

La presente invencién se refiere también a un kit
que consiste en uno o varios recipientes que contienen
los siguientes componentes:

¢ un lisado que contiene ribosomas prepara-
do a partir de células procaridticas o euca-
ridticas por métodos que son ya conocidos
por los expertos en la técnica de produc-
cion de lisados para la traduccién in vitro;

e uno o mds de los 20 L-amino4cidos que se
encuentran en la naturaleza;

e uno o mas ARNt de los que se encuentran
en la naturaleza o bien pueden obtenerse
por sintesis;

e uno o mas nucledtidos de los que se en-
cuentran en la naturaleza, los cuales pue-
den ser sin fosforilar o estar presentes co-
mo monofosfatos, difosfatos o trifosfatos;

e ADN lineal inespecifico.

La presente invencion se refiere también a
una solucién reactivo que contiene:

¢ un lisado que contiene ribosomas prepara-
do a partir de células procaridticas o euca-
riéticas por métodos que son ya conocidos
por los expertos en la técnica de produc-
cién de lisados para la traduccién in vitro;

e uno o mds de los 20 L-amino4cidos que se
encuentran en la naturaleza;

e uno o mds ARNts de los que se encuentran
en la naturaleza o bien pueden obtenerse
por sintesis;

e uno o mds nucledtidos de los que se en-
cuentran en la naturaleza, los cuales pue-
den ser sin fosforilar o estar presentes co-
mo monofosfatos, difosfatos o trifosfatos;

e ADN lineal inespecifico.

Meétodos que son ya conocidos por un experto en
la técnica para la produccién de lisados para la traduc-
cién in vitro, se describen por ejemplo en Zubay, G
(1973) Annu. Rev. Genet. 7, 267 (“Prokariotische Ex-
trakte”) (“Extractos procaridticos”); Clemens M.J. &
Pruijn G.J.M. (1999) pp 129-163 en Protein Expres-
sion - A practical Approach (“Expresion de proteinas
- Un método prictico”), Higgins, S.J. & Hames, B.D.
eds. Oxford University Press.

Leyendas de las figuras
Figura 1

La figura 1 muestra la mayor estabilidad del ADN
(fragmentos de plasmido con un tamaifio de 2830 y
1321 pares de bases) en una mezcla acoplada de trans-
cripcién/traduccién que contiene un lisado de E. co-
li S30 en presencia de ADN cortado de esperma de
arenque.

Calle 1: M = marcador

Calles 2-7: mezclas de transcripcién/traduccion in
vitro con/sin adicién de ADN después de 0,2,5,30,60
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y 120 minutos de periodo de incubacién.

Calles 8-13: mezclas de transcripcién/traduccién
con adicién de 520 ug/ml de ADN cortado de esper-
ma de arenque, en cada caso después de 0, 2, 5, 30,
60 y 120 minutos de periodo de incubacién.

Calle 14: Fragmentos de pldsmido que tienen un
tamafio de 2830 y 1321 pares de bases antes de la in-
cubacion.

Figura 2

La figura 2 muestra una mejora de la velocidad
de la sintesis de la proteina especificamente para el
ADN lineal del molde mediante la adicién de canti-
dades crecientes de ADN cortado.

Columnas azules: mezclas de transcrip-
cién/traduccioén del gen de la proteina fluorescente
verde (GFP) partiendo de ADN lineal (plasmido pl-
VEX2.1 GFP escindido con EcoRV/Sphl), incubado
con un lisado de E. coli. Se anadieron a las mezclas 0,
1,2y 5 ug de ADN de esperma de arenque, cortado,
inespecifico.

Columna roja: Mezclas que contienen el plasmido
circular sin escindir pIVEX2.1 GFP, al cual se afa-
dieron O, 1, 2 y 5 ug de ADN de esperma de arenque,
cortado, inespecifico.

Figura 3

La figura 3 muestra que la adiciéon de ADN cir-
cular inespecifico, en contraste con el ADN inespe-
cifico lineal, no mejora la velocidad de la sintesis
de la proteina en una mezcla acoplada de transcrip-
cién/traduccion que contiene un lisado de E. coli S30,
a partir de un molde lineal.

Curva roja: adicién de 0 a 7 ug de ADN de esper-
ma de arenque cortado inespecifico a las mezclas de
transcripcidn/ traduccion del gen de la proteina fluo-
rescente de color verde, a partir de un ADN lineal de
molde incubado con un lisado de E. coli. Se afiadieron
0,1,2,y5 ugde ADN de arenque cortado inespecifi-
co, a las mezclas.

Curva azul: adicion de 0 a 7 ug de plasmido circu-
lar pBR322 (en lugar de ADN de esperma de arenque
cortado) a las mezclas de transcripcion/traduccion.
Figura 4

La figura 4 muestra una sintesis mejorada de pro-
tefna con adicién de ADN inespecifico lineal en una
mezcla acoplada de transicién/traduccién contenien-
do un lisado de E. coli S30 a partir de un producto
PCR impurificado y purificado.

Por lo tanto, puede verse ya en el producto impuri-
ficado de PCR que la sintesis de la proteina es posible
en una mezcla acoplada de transcripcién/traduccién
que contiene un lisado de E. coli S30 cuando se afiade
ADN lineal inespecifico.

La columna 1 y 2 del producto de PCR impurifi-
cado que contiene una secuencia de codificacién pa-
ra la GFP y los elementos de control promotor T7,
sitio de unién ribosémica y terminador T7. Colum-
nas 3 y 4, producto PCR purificado. Columna 5, con-
trol positivo: plasmido pIVEX2.1 GFP escindido con
EcoRV/Sphl, que contiene una secuencia de codifi-
cacion para GFP y los elementos de control, promo-
tor 7T, sitio de unién ribosémica, y terminador 7T se
analizaron en la forma purificada e impurificada en la
expresion in vitro.

Columnas 2 y 4: 0,5 ug del producto PCR maés 5
ug de ADN de esperma de arenque cortado inespeci-
fico (HS ADN),

Columnas 1y 3: 1 ug del producto PCR
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Ejemplo 1
Preparacion del ADN del molde

El pldsmido pIVEX2.1 GFP que contenia la se-
cuencia para la proteina fluorescente verde de la
Aequorea victoria en forma de un mutante GFPciclo
3 (Nature Biotechnology (1996) 14, 315-319), se es-
cindi6 durante 2 horas a 37°C en fragmentos de 2830
bp, 1321 bp y 191 bp en una escala preparativa em-
pleando 1,5 U de Sphl y EcoRV (Roche Diagnos-
tics GmbH) por ug de ADN. El fragmento de 1321
bp contenia la secuencia que codifica la GFP con los
siguientes importantes elementos de control para la
expresion in vitro: promotor T7, sitio de unién ribo-
somica y terminador T7.

Se amplificé un fragmento de 1115 bp con el
kit Expand High Fidelity PCR (Roche Diagnostics
GmbH) para la expresion in vitro a partir de frag-
mentos de PCR. El producto de la PCR empezé
30 bp en direccién hacia arriba del promotor T7
y contenia la secuencia que codifica la GFP has-
ta el final del terminador T7. Se emplearon los si-
guientes cebadores para la amplificacion: cebador
5’ con sentido gcttagatcgagatctcg-atccegegaaattaatac-
gactcactatagggagac cacaacggttc, y cebador 5’ antisen-
tido ggaagctttcagcaaaaaacccctcaagacccgtttagaggecce
aagg. Se emplearon 50 ng de pIVEX2.1 GFP como
molde. El ciclo PCR de 1 minuto a 94°C, 1 minuto
a 65°C, 1 minuto a 72°C, se repiti6é 30 veces. La con-
centracién del producto se estimé por medio de un gel
de agarosa. El kit High Pure PCR Purification (Roche
Diagnostics GmbH) se empled para purificar el pro-
ducto PCR.

Se emplearon el ADN de esperma de arenque cor-
tado y el plasmido circular pBR322 de Roche Diag-
nostics GmbH como competidor inespecifico o ADN
sacrificatorio.

Ejemplo 2
Reaccion de transcripcion/traduccion acoplada in vi-
tro

Se efectuaron reacciones de transcrip-
cién/traduccién en un volumen de 50 ul durante 2
horas a 30°C. La solucion de reaccion contenia 80,5
mM de acetato de potasio, 10 mM de acetato de mag-
nesio, 35 mM de cloruro de amonio, 4 mM de cloruro
de magnesio, 4% de polietilenglicol 2000, 1 mM de
ATP, 0,5 mM de CTP, 1 mM de GTP, 0,5 mM de
UTP, 30 mM de fosfoenolpiruvato, 8 ug/ml de piru-
vato quinasa, 400 uM de cada aminodcido (todos los
20 aminodcidos que se encuentran en la naturaleza),
0,1 mM de acido fdlico, 0,1 mM de EDTA, 50 mM
de HEPES-KOH pH 7,6/30°C, 20 pg/ml de rifampi-
cina, 0,03% de azida de sodio, 2 ug/ml de aprotinina,
1 mg/ml de leupeptina, 1 ug/ml de pepstatina A, 10
mM de acetilfosfato, 100 ug/ml de ARNt de E. coli
MREG600, 8 mM de ditiotreitol, 100 U/ml de inhibi-
dor de Rnasa, 15 ul de lisado de E. coli, 0,5 U/ul de
T7-ARN polimerasa. El lisado de E. coli se preparé a
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partir de la cepa A19 por el método de Zubay (Annu.
Rev. Genet. (1973) 7, 267).
Ejemplo 3
Figura 1

Se escindi6 el plasmido pIVEX2.1 GFP en una es-
cala preparativa con 1,5 U de cada una de las Sphl y
EcoRYV por ug de ADN durante 1 hora a 37°C en frag-
mentos de 2830 bp, 1321 bp y 191 bp. Se incubaron
alicuotas de 2 ug de la mezcla de escision durante 0,
2,5, 30, 60 y 120 minutos con 26 ug de ADN de es-
perma de arenque cortado, en un mezcla de 50 ul de
transcripcién/traduccién. Las mismas incubaciones se
efectuaron sin la adicién de ADN inespecifico corta-
do. Después de la precipitacién con etanol del ADN,
se separd en un gel de 1% de agarosa (M, marcador
de peso molecular; calle 14, plasmido escindido sin
adicién de lisado).
Ejemplo 4
Figura 2

Se incub6 a 30°C el plasmido pIVEX2.1 GFP es-
cindido con EcoRV/Sphl, durante 2 horas a 30°C en
una mezcla de transcripcion/ traduccién acoplada que
contenia lisado de E. coli S30. Se anadieron O, 1, 2
y 5 ug de ADN de esperma de arenque cortado in-
especifico a las mezclas. Las mismas incubaciones se
efectuaron con el pldsmido pIVEX2.1 GFP sin escin-
dir. Se midio la actividad GFP por medio de espectro-
sopia de fluorescencia. Para la medicién se diluyeron
las muestras entre 1:50 y 1:400 segtin su contenido,
con 100 mM de HEPES-KOH pH 7,6/30°C, 14 mM
de acetato de magnesio, 60 mM de acetato de potasio,
0,5 mM de ditiotreitol.
Ejemplo 5
Figura 3

Se incub6 a 30°C el plasmido pIVEX2.1 GFP es-
cindido con EcoRV/Sphl, durante 2 horas en una mez-
cla de transcripcién/ traduccidon acoplada que conte-
nia lisado de E. coli S30. Se afiadieron de 0 a 7 ug de
ADN de esperma de arenque cortado inespecifico o de
0 a7 ug de plasmido circular pPBR322 a las mezclas.
Se midi6 la actividad GFP por medio de espectroso-
pia de fluorescencia como se ha descrito en la figura
2.
Ejemplo 6
Figura 4

Se ensay6 el producto de la PCR que contenia la
secuencia de codificacion del GFP y los elementos de
control promotor T7, sitio de unién ribosémica y ter-
minador T7 en la expresion in vitro en forma purifi-
cada y sin purificar. Se incubaron mezclas que conte-
nian 1 ug de producto de PCR o 0,5 ug de producto
PCR mis 5 g de ADN de esperma de arenque corta-
do inespecifico (HS ADN), durante 2 horas a 30°C en
una mezcla de transcripcidon/traduccion acoplada. Se
determind la actividad GFP como se ha descrito en la
figura 2 por medio de espectroscopia de fluorescencia.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la mejora de la estabilidad del
ADN lineal corto frente a las exonucleasas en siste-
mas de transcripcidn/traduccion in vitro exentos de
células, empleando exonucleasas que contienen lisa-
dos o en sistemas de expresién de proteina celular
que contienen exonucleasas en donde la estabilidad
del ADN lineal corto se mejora afiadiendo ADN li-
neal que no se transcribe en dicho sistema de trans-
cripcién/traduccion in vitro.

2. Método segun se ha reivindicado en la reivin-
dicacion 1, en donde el ADN no transcrito en dicho
sistema es ADN cortado de esperma de arenque, es-
perma de salmén o timo de ternera.

3. Método segun se ha reivindicado en una de las
reivindicaciones 1 6 2, en donde el ADN no transcri-
to en dicho sistema es ADN cortado de esperma de
arenque.

4. Método segtin se ha reivindicado en una de las
reivindicaciones 1 a 3 en donde los sistemas de trans-
cripcién/traduccion in vitro exentos de células son sis-
temas de transcripcién/traduccioén in vitro acoplados
exentos de células.

5. Método segtn se ha reivindicado en una de las
reivindicaciones 1 a 4, en donde los lisados que con-
tienen las exonucleasas son lisados procariéticos.

6. Método segtin se ha reivindicado en una de las
reivindicaciones 1 a 5, en donde los lisados que con-
tienen las exonucleasas son lisados de E. coli.

7. Método segtn se ha reivindicado en una de las
reivindicaciones 1 a 4, en donde los lisados que con-
tienen las exonucleasas son lisados eucaridticos.

8. Método segtin se ha reivindicado en la reivindi-
cacion 7, en donde los lisados que contienen las exo-
nucleasas son lisados de células eucaridticas que se
han desarrollado en un cultivo celular.

9. Método segtin se ha reivindicado en una de las
reivindicaciones 1 a 8, en donde el ADN no transcrito
en dicho sistema se aflade a una concentracién de 1 a
200 pg/ml por mezcla de traduccion.

10. Método segtin se ha reivindicado en una de las
reivindicaciones 1 a 9, en donde el ADN no transcrito
en dicho sistema se aflade a una concentracién de 10
a 100 pg/ml por mezcla de traduccién.

11. Método segtin se ha reivindicado en una de las
reivindicaciones 1 a 10, en donde el ADN no transcri-
to en dicho sistema tiene una longitud de por lo menos
10 bp.

12. Empleo de un método como se ha reivindica-
do en una de las reivindicaciones 1-11, para expresar
una proteina.
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13. Empleo del método segin se ha reivindicado
en una de las reivindicaciones 1-11, para expresar una
proteina, en donde el gen deseado se amplifica direc-
tamente a partir de un banco de genes o fraccién de
ARN mediante una PCR o RT-PCR.

14. Empleo del método segin se ha reivindicado
en una de las reivindicaciones 1-11, para expresar una
proteina, en un reactor CFCF y CECF.

15. Kit que consiste en uno o varios recipientes
que contienen los siguientes componentes:

¢ un lisado que contiene ribosomas prepara-
dos a partir de células procaridticas o eu-
caridticas mediante un método para la pro-
duccién de lisados para la traslacién in vi-
tro;

e uno o mds de los 20 L-amino4cidos que se
encuentran en la naturaleza;

e uno o mis ARNts de los que se encuentran
en la naturaleza o sintéticos;

e uno o mds de los nucledtidos que se en-
cuentran en la naturaleza, los cuales pue-
den estar sin fosforilar o estar presentes
como monofosfatos, difosfatos o trifosfa-
tos, y

e ADN lineal el cual no se transcribe en los
sistemas de transcripcion/traslacion in vi-
tro.

16. Solucioén reactivo que contiene:

e un lisado que contiene ribosomas prepara-
do a partir de células procaridticas o euca-
ridticas mediante un método para la pro-
duccién de lisados para la traduccién in vi-
tro;

e uno o mas de los 20 L-aminoécidos que se
encuentran en la naturaleza;

e uno o mis ARNts de los que se encuentran
en la naturaleza o sintéticos;

e uno o mds de los nucledtidos que se en-
cuentran en la naturaleza, los cuales pue-
den estar sin fosforilar o estar presentes
como monofosfatos, difosfatos o trifosfa-
tos, y

e ADN lineal el cual no se transcribe en los
sistemas de transcripcion/traslacién in vi-
tro.
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