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DESCRIPCIÓN 

Producción del péptido 2 de tipo glucagón y análogos  

Campo de la Invención 

Esta invención aplica la técnica de la biología molecular en el campo de la producción de proteínas. Más 5 
concretamente, la invención se refiere a la producción del péptido 2 de tipo glucagón recombinante, o GLP-2, y sus 
análogos. 

Antecedentes de la Invención 

El GLP-2 es un producto de 33 aminoácidos del gen del proglucagón. La evidencia reciente indica que el GLP-2 
promueve la absorción de nutrientes a través de la expansión del epitelio de la mucosa mediante la estimulación de 10 
la proliferación de las células de las criptas y la inhibición de la apoptosis en el intestino delgado. El GLP-2 también 
reduce la permeabilidad epitelial, y disminuye la secreción de ácido gástrico y la motilidad gastrointestinal 
estimuladas por la comida. Muchos de estos efectos han sido atribuidos no solamente al péptido de tipo salvaje, sino 
también a sus análogos, incluyendo particularmente aquellos que se vuelven resistentes a la digestión por parte de 
las enzimas del suero, tales como DPP-IV, mediante la sustitución de la alanina residente en la posición 2 por 15 
glicina, por ejemplo. Se describen una variedad de análogos de GLP-2 bioactivos, por ejemplo, en la Patente de los 
Estados Unidos Núm. 5.789.379. 

Con el reciente reconocimiento de sus propiedades farmacéuticas, existe una demanda de grandes cantidades de 
GLP-2 y análogos del mismo para permitir el desarrollo y el posterior uso médico de estos productos. Los métodos 
sintéticos en fase sólida o en fase de solución han sido empleados típicamente para producir las cantidades para 20 
investigación de GLP-2 y análogos utilizados hasta la fecha. La producción de GLP-2 como producto recombinante 
de anfitriones diseñados por ingeniería genética ha sido sugerida, por ejemplo en las Patentes de los Estados 
Unidos Núms. 5.789.379 y 6.287.806, y se describen en la Patente de los Estados unidos Núm. 5.629.205. No 
obstante, los sistemas de producción de la técnica anterior tienen limitaciones en términos de rendimiento y calidad 
del producto, y sería deseable proporcionar un sistema que produzca péptido GLP-2 de calidad con un coste eficaz. 25 

El documento WO 99/64611 A1 describe multímeros de péptidos antimicrobianos que son expresados con un 
compañero de fusión del gen purF. El gen que codifica el péptido se repite y se transcribe en un único ARNm, pero 
el producto de expresión del gen no está conectado. Por lo tanto, el ARNm es traducido en muchas copias 
separadas del producto proteico. 

Los documentos WO 03/099848 A2 y WO 03/099854 A2 describen ambos un método de producción de polipéptidos 30 
de copia sencilla o de múltiples copias por medio de escisión con clostripaína a partir de una molécula precursora. 
La escisión específica de la proteína de fusión se logra seleccionando los aminoácidos que flanquean el sitio de 
escisión, evitando de ese modo la escisión dentro del péptido deseado. 

Lidell et al. (2003) J. Biol. Chem. 278 (16): 13954-13951) describen la escisión autocatalítica de la mucina MUC2 en 
un enlace Asp-Pro a un pH inferior a 6,0. 35 

El documento WO 03/10022 A2 describe un polipéptido en tándem que consiste en un compañero de fusión de un 
cuerpo de inclusión y un polipéptido preseleccionado cuyo polipéptido en tándem forma un cuerpo de inclusión que 
permite la producción y la purificación del polipéptido deseado. 

Por consiguiente un objeto de la presente invención es proporcionar un procedimiento, y los intermedios y reactivos 
útiles en él, por medio del cual se puedan producir cantidades comerciales de GLP-2. 40 

Otro objeto de la presente invención es proporcionar GLP-2 y análogos del mismo, concretamente el análogo 
[Gly2]hGLP-2, en una forma auténtica estructuralmente. 

Compendio de la Invención 

De acuerdo con la presente invención, se proporciona un procedimiento por medio del cual se producen GLP-2 y sus 
análogos no solamente con un rendimiento relativamente elevado, sino también como productos estructuralmente 45 
auténticos, que comprenden solamente la forma natural de los aminoácidos de origen natural en la secuencia que 
constituye el péptido GLP-2. Preferiblemente, los residuos N- y C-terminales son "auténticos terminalmente". En 
particular, el presente procedimiento produce el GLP-2 deseado en forma de péptido que tiene residuos N- y C-
terminales que están sin aminoácidos residuales y otros radicales químicos que a menudo resultan de los métodos 
recombinantes de la producción de proteínas, concretamente aquellos que dependen de la producción de la proteína 50 
como un precursor fusionado a partir del cual debe ser liberada la proteína diana. 
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Más concretamente, y de acuerdo con un aspecto de la presente invención, se proporciona un precursor 
polipeptídico de cadena sencilla en el cual dos o más copias del péptido GLP-2 están acopladas en tándem por 
medio de un conector que es escindible para liberar cada unidad del péptido GLP-2 en forma de un producto que 
tiene extremos N y C auténticos. Los péptidos GLP-2 se acoplan utilizando un conector que presenta sitios de 
escisión en cada uno de sus flancos. El conector presenta un sitio de escisión con ácido en un flanco, y un sitio de 5 
escisión con enzima en su otro flanco. 

En otro aspecto, la presente invención proporciona un método para producir un péptido GLP-2 que tiene extremos N 
y C auténticos, en el que el presente multímero del péptido GLP-2 es escindido para liberar cada unidad del péptido 
GLP-2 residente en él. 

En otros aspectos de la presente invención, se proporcionan adicionalmente polinucleótidos útiles en la producción 10 
de tales precursores de péptido GLP-2 multimérico. 

Tanto la descripción general anterior como la breve descripción de los dibujos y la descripción detallada siguientes 
son ilustrativas y explicativas y se pretende que proporcionen una explicación adicional de la invención reivindicada. 
Otros objetos, ventajas, y características novedosas serán fácilmente evidentes para los expertos en la técnica a 
partir de la siguiente descripción detallada de la invención. 15 

Breve Referencia a los Dibujos 

La Figura 1 ilustra la construcción basada en la PCR de un gen que codifica una unidad de [Gly2]hGLP-2 flanqueada 
por un sitio de escisión con trombina y un sitio de escisión con ácido; 

La Figura 2 ilustra la secuencia de ADN esperada del producto de la amplificación de la Figura 1. La secuencia de la 
unidad de [Gly2]hGLP-2 está subrayada; 20 

La Figura 3 es un mapa plasmídico de pKS58 que porta un gen que codifica un hexámero de [Gly2]hGLP-2; 

La Figura 4 proporciona la secuencia de nucleótidos de pKS58, que porta un constructo que codifica un hexámero 
de [Gly2]hGLP-2, donde la secuencia de aminoácidos también es ilustrada, mostrando las unidades del péptido GLP-
2 en negrita; y 

La Figura 5 proporciona un análisis espectrométrico de masas de un péptido GLP-2 producido como se describe en 25 
la presente memoria. 

Descripción Detallada de la Invención 

En un aspecto, la presente invención proporciona un constructo genético, en forma de un polinucleótido, adaptado 
para producir el péptido GLP-2 en forma de un precursor multimérico, de cadena sencilla que comprende al menos 
dos copias de un péptido GLP-2. Cada uno de tales péptidos está acoplado al siguiente por medio de un conector 30 
que tiene flancos que presentan sitios de escisión que permiten la liberación de los péptidos GLP-2 en forma de 
monómeros que tienen extremos N y C que son auténticos, y de este modo están esencialmente libres de residuos 
químicos que se originan a partir del conector o del procedimiento de escisión. En cuanto al producto recombinante, 
el péptido GLP-2 resultante también está libre de radicales químicos tales como grupos bloqueadores utilizados en 
la síntesis de péptidos en fase de solución y sólida. 35 

En la presente invención, las unidades del péptido GLP-2 dentro del multímero están acopladas utilizando un 
conector que presenta sitios de escisión en los extremos N y C de las unidades del péptido GLP-2 residentes. Estos 
sitios, y los agentes utilizados para escindirlos, se seleccionan de manera que el péptido GLP-2 permanezca intacto 
durante el procedimiento de escisión, para que así el aislamiento y la purificación produzcan un péptido GLP-2 que 
tenga los residuos N- y C-terminales deseados sin ningún requerimiento de procesamiento adicional. 40 

En una realización preferida de la presente invención, el conector es una secuencia peptídica relativamente corta, 
que consiste en no más de alrededor de 25 residuos, deseablemente menos de alrededor de 20 residuos, 
adecuadamente menos de alrededor de 15 residuos, y muy adecuadamente menos de alrededor de 10 residuos. La 
secuencia del conector se selecciona para evitar la formación de estructuras secundarias complejas que 
enmascaran el conector al agente de escisión seleccionado. El sitio de escisión presentado por el conector puede 45 
ser un sitio que sea vulnerable a la escisión por enzimas o por condiciones químicas tales como el pH. 

El conector es aquél que presenta un sitio de escisión con enzima en un flanco, y un sitio de escisión con ácido en el 
otro flanco. El sitio sensible a la escisión por la enzima puede ser cualquier sitio que no se reproduzca en ninguna 
parte en el multímero del péptido GLP-2 y sea escindido por cualquier enzima no presente por lo demás durante el 
proceso de fabricación. Las enzimas adecuadas para dicha escisión, y las secuencias reconocidas y escindidas por 50 
esas enzimas, incluyen la enteroquinasa y la secuencia Asp-Asp-Asp-Asp-Lys, y el Factor Xa y la secuencia Ile-Glu-

 



 
 4 

Gly-Arg. En una realización preferida, el sitio de escisión con enzima es aquél escindido por la trombina, y la 
secuencia de escisión de la trombina es ValSerGlyProArg. 

Un sitio de escisión con ácido presentado en el multímero del péptido GLP-2 es adecuadamente la secuencia Asp-
Pro, que es cortada en condiciones de pH bajo entre los residuos Asp y Pro. 

En las realizaciones de la presente invención, el conector proporciona, dentro del multímero, un sitio de escisión con 5 
ácido en su extremo N y un sitio de escisión con trombina en su extremo C. En una realización específica, el 
conector tiene la secuencia de aminoácidos ProValSerGlyProArg. Alternativamente, se apreciará que el residuo Pro 
N-terminal y el sitio de escisión con trombina C-terminal pueden estar separados por una secuencia de aminoácidos 
adicional que no menoscabe la vulnerabilidad de los flancos a las condiciones de escisión deseadas. 

Cuando el conector concreto observado es incorporado al multímero, las unidades del péptido GLP-2 son aquellas 10 
que incorporan Asp como residuo C-terminal, y que carecen por otra parte tanto de un sitio de escisión con ácido 
como de un sitio de escisión con trombina. Cuando están conectados entre tales unidades del péptido GLP-2, el 
residuo Pro N-terminal del conector, junto con el residuo Asp C-terminal de la unidad del péptido GLP-2 aguas 
arriba, forman el sitio Asp-Pro que es escindible en ácido, esto es, a un pH bajo, para producir el auténtico extremo 
C del péptido GLP-2. Por otra parte, la secuencia del conector ValSerGlyProArg presenta una secuencia de 15 
reconocimiento por trombina que es escindida por trombina en el lado C-terminal de su residuo Arg, para producir un 
auténtico residuo N-terminal en la unidad del péptido GLP-2 aguas abajo del mismo. Si bien se muestra una 
secuencia de escisión con trombina específica, se entenderá que se puede incorporar al conector cualquier 
secuencia equivalente reconocida y escindida por trombina, incluyendo aquellas secuencias referidas por Chang, J. 
(1985) Eur. J. Biochem. 151, 217-224. Asimismo se apreciará que cualquier unidad del péptido GLP-2 dentro del 20 
multímero no debe incorporar ninguna  secuencia de escisión con trombina dentro de la estructura primaria de la 
unidad de GLP-2. 

De este modo, en un aspecto valioso de la presente invención, se proporciona un polipéptido de cadena sencilla que 
incorpora al menos dos unidades de péptido GLP-2 acopladas en tándem por medio de un conector que tiene una 
secuencia ProValSerGlyProArg, donde el péptido GLP-2 incorpora un residuo Asp C-terminal, y carece por otra 25 
parte tanto de una secuencia  de escisión con trombina como de una secuencia de escisión con ácido. 

En una realización preferida de este aspecto de la presente invención, la unidad del péptido GLP-2 incorporada 
dentro del multímero es el análogo de GLP-2 humano en el que la Ala de la posición 2 es sustituida por Gly, esto es, 
[Gly2]hGLP-2, que tiene la secuencia de aminoácidos ilustrada en la Figura 2. En la alternativa, el péptido GLP-2 
puede ser el GLP-2 humano de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos referida por Buhl et al. en J. Biol. 30 
Chem., 1988, 263(18):8621, un homólogo del mismo, o cualquier otro análogo del mismo que conserve un residuo 
Asp C-terminal y que carezca por otra parte de sitios de escisión tanto con trombina como con ácido. Se pueden 
seleccionar análogos adecuados por ejemplo entre aquellos descritos en las Patentes de los Estados Unidos del 
mismo cesionario Núms. 5.789.379 y 6.184.201. 

En otras realizaciones, el precursor del péptido GLP-2 multimérico comprende al menos dos unidades del péptido 35 
GLP-2, y tantas como 10 o más de tales unidades, p. ej. hasta alrededor de 30 unidades y más adecuadamente 
hasta alrededor de 20 unidades, conectadas en tándem por medio del conector observado. En realizaciones 
específicas, el número de unidades de péptido GLP-2 en el precursor es de 2, 3, 4, 5, 6 o 7. En una realización 
preferida, el precursor multimérico incorpora seis unidades del péptido GLP-2. En otra realización preferida, el 
precursor incorpora siete unidades de péptido GLP-2. 40 

Se apreciará que el multímero del péptido GLP-2, para su expresión como producto recombinante, incorporará una 
prolongación N-terminal que incorpora al menos un residuo de Metionina inicial. En las realizaciones, la prolongación 
N-terminal se incorpora en forma de péptido portador que porta el residuo de metionina N-terminal y es escindible 
del multímero per se. El péptido portador puede ser de este modo una señal de secreción que es escindida por el 
anfitrión en el proceso de secreción del multímero maduro. Alternativamente y deseablemente, el péptido portador 45 
no es una señal de secreción, y el producto multimérico se acumula en el citoplasma del anfitrión donde es 
recuperado opcionalmente en forma de cuerpos de inclusión. Cuando el péptido portador no está diseñado para ser 
eliminado de la célula anfitriona, el péptido portador incorpora deseablemente además aminoácidos que constituyen 
el mismo sitio de escisión con enzima presentado en el multímero en el flanco N-terminal de cada unidad del péptido 
GLP-2. En esta disposición, el tratamiento del multímero de GLP-2 expresado con la enzima seleccionada no 50 
solamente corta el portador del multímero, sino que también corta el multímero en el extremo N de cada unidad del 
péptido GLP-2 residente allí. En una realización, el péptido portador se inicia con un residuo Met y termina con un 
sitio de escisión con trombina, tal como ValSerGlyProArg. El péptido portador N-terminal del multímero de GLP-2 
puede incorporar además otras secuencias funcionales intermedias, por ejemplo, en la purificación del multímero tal 
como la denominada Etiqueta His, en el aumento del nivel de expresión del multímero por el anfitrión seleccionado, 55 
o en la promoción de la formación del multímero en forma de cuerpos de inclusión tales como secuencias de 
aminoácidos hidrófobas. 
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Asimismo se apreciará que el multímero del péptido GLP-2 puede terminar con una unidad del péptido GLP-2 o, si 
se desea, puede terminar con una prolongación peptídica del mismo útil, por ejemplo, en la purificación del 
multímero. Si se incorpora un péptido de prolongación C-terminal, se incorpora deseablemente un residuo de Pro en 
forma de su residuo inicial, de manera que el tratamiento del multímero resultante con ácido escinde no solamente la 
prolongación C-terminal sino también en el extremo C de cada unidad del péptido GLP-2 dentro del multímero. 5 

En una realización muy preferida de la invención, se proporciona un multímero del péptido GLP-2 que tiene la 
secuencia ilustrada en la Figura 4, que comprende 6 unidades de [Gly2]hGLP-2 y que incorpora, como conector, la 
secuencia ProValSerGlyProArg. 

La producción de dicho multímero se puede lograr en cualquier anfitrión celular para el cual se han desarrollado 
sistemas de expresión. El GLP-2 y sus análogos no requieren modificación post-traduccional para su actividad, y de 10 
ese modo pueden ser producidos en una variedad de anfitriones bacterianos, así como eucarióticos. 

En una realización, el multímero se expresa en células bacterianas, tales como células de E. coli, utilizando sistemas 
de expresión adaptados y bien establecidos para este fin. Se puede incorporar, por ejemplo un polinucleótido que 
codifica el multímero para la expresión en casetes que dirigen la expresión a partir de promotores tales como lac, 
tac, trp, T7 y similares. La cepa de E. coli seleccionada como anfitrión también puede variar ampliamente, e incluye 15 
DH5, JM101 y BL21 entre otras. Los vectores útiles en la transformación del anfitrión seleccionado incluirán 
típicamente plásmidos que incorporan orígenes de replicación y marcadores seleccionables que permiten la 
detección y la supervivencia selectiva de los transformantes. 

De un modo similar, se pueden explotar una variedad de anfitriones y sistemas de expresión eucarióticos. Estos 
incluyen Saccharomyces cerevisiae y sistemas de expresión basados en el sistema del factor de apareamiento 20 
alfa, anfitriones de Aspergillus nidulans que utilizan el sistema de la alcohol deshidrogenasa (alcA), o Aspergillus 
nidulans que utiliza el sistema de expresión basado en el gen de la glucoamilasa, así como sistemas de células de 
mamífero tales como los sistemas de células COS y los sistemas basados en CHO. 

Los polinucleótidos que codifican el multímero de GLP-2 pueden ser producidos por supuesto sintéticamente de 
novo, o pueden ser preparados a partir de ADN que codifica la unidad del péptido GLP-2 siguiendo una serie de 25 
etapas de amplificación y ligación, todo de acuerdo con la práctica convencional, y como se ilustra en la presente 
memoria. 

Las condiciones de cultivo seleccionadas para el anfitrión celular transformado también dependerán por supuesto de 
la especie del anfitrión, y del sistema de expresión utilizado. En una realización, cuando el anfitrión es una especie 
de E. coli y el sistema de expresión depende del promotor tac, el transformante será cultivado a escala comercial en 30 
presencia de antibiótico para mantener la presión selectiva sobre los transformantes. En o cerca de la fase de 
crecimiento logarítmico, el cultivo recibirá IPTG para des-reprimir el promotor y permitir que comience la expresión. 
El cultivo se puede llevar a cabo a escala comercial de 200 litros o de más de alrededor de 200 litros. 

Después del cultivo, el multímero de GLP-2 expresado se puede aislar mediante cromatografía de selección por 
tamaños, mediante cromatografía de intercambio iónico, o mediante cromatografía de afinidad, concretamente en el 35 
caso en el que se incorpora una etiqueta de afinidad al multímero. Cuando el multímero se produce en forma de un 
producto intracelular, las células cultivadas pueden ser tratadas en una primera etapa para lisar las células y liberar 
el multímero y otros productos intracelulares, por ejemplo utilizando urea 8M o hidroclocuro de guanidina 6M o rotura 
celular mecánica tal como un homogeneizador o un sonicador. No es necesario separar los contenidos para un 
tratamiento adicional. En una realización de la invención, los productos de la lisis se tratan in situ para establecer las 40 
condiciones de la disociación, por ejemplo mediante la adición de cloruro de guanidinio, y después se ajusta el pH 
de la mezcla con HCl, o un ácido equivalente, para introducir condiciones ácidas, en un intervalo de pH de alrededor 
de 1 a 3. A este pH, el sitio Asp-Pro es roto en cada interfase entre el extremo C de la unidad de péptido GLP-2 y el 
extremo N del conector. Los productos de escisión resultantes, incluyendo las unidades de péptido GLP-2 que 
portan residuos de conector en el extremo N, pueden ser aislados después mediante cualquier método conveniente 45 
por ejemplo mediante HPLC, mediante cromatografía de exclusión por tamaños, mediante cromatografía de 
intercambio iónico, o mediante cromatografía de afinidad. Los productos recuperados pueden ser sometidos 
después a una etapa de escisión con enzima en la que la exposición a trombina da como resultado la eliminación del 
conector residual en el extremo N de cada unidad de GLP-2. El resultado es un rendimiento multi-molar de péptidos 
GLP-2 a partir de un único multímero de GLP-2, teniendo cada péptido GLP-2 extremos N y C que, según se desee, 50 
son auténticos y carentes de cualquier modificación química no deseada. 

Como se observa en los siguientes ejemplos, la producción mediante este método ha producido [Gly2]hGLP-2 como 
producto auténtico terminalmente que tiene una masa (3752,59) que es esencialmente equivalente a la teórica 
(3751,99). 

El péptido GLP-2 producido de este modo se formula, en un aspecto de la presente invención, para su uso 55 
farmacéutico mediante la formación de una composición farmacéutica en la cual se combina una cantidad 
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terapéuticamente útil del péptido con un portador farmacéuticamente aceptable. En una realización, la composición 
se formula para la administración parenteral, y comprende una dosis unitaria de péptido GLP-2 y un vehículo acuoso 
que es tamponado para que esté dentro de un intervalo de pH y una tonicidad fisiológicamente tolerables, p. ej., pH 
4-8, utilizando por ejemplo solución salina tamponada con fosfato como vehículo. La formulación también puede 
comprender un agente estabilizante, tal como histidina, como se describe en el documento WO 01/49314, o un 5 
agente de depósito tal como gelatina como se describe en la Patente de los Estados Unidos Núm. 5.789.379. Las 
dosis unitarias del péptido GLP-2 se encuentran por lo general dentro del intervalo de 0,1 a 50 mg en un volumen de 
inyección de alrededor de 1 mL. 

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar la presente invención. Se debe entender, sin embargo, que la 
invención no está limitada a las condiciones específicas o los detalles descritos en estos ejemplos. 10 

Ejemplos 

Se pueden elaborar varios constructos multiméricos del gen [Gly2]hGLP-2 en una reacción directa sacando provecho 
de la endonucleasa de restricción, BsaI. Esta endonucleasa reconoce la secuencia no palindrómica (GGTCTC), de 
manera que el conector y los genes [Gly2]hGLP-2 puedan ser ligados solamente en una dirección, ligación cabeza a 
cola. 15 

Para obtener el nivel máximo de expresión, los constructos del gen multimérico se insertaron en un plásmido bajo el 
control del promotor del bacteriófago T7. Utilizando esta estrategia, se obtuvieron siete constructos multiméricos, 
que contenían de 2 a 7 unidades del gen [Gly2]hGLP-2 (de dímero a heptámero). Los genes multiméricos se 
expresaron después de la inducción por IPTG. El nivel de expresión más alto se encontró en los constructos de 
hexámeros y heptámeros. 20 

Asimismo se desarrolló una lisis celular conveniente y un método de escisión con ácido. Después de la inducción, el 
sedimento celular se lisó con hidrocloruro de guanidina 6M y se centrifugó. Se ajustó el pH de la solución de 
sobrenadante a 1,8 por medio de la adición de HCl. De este modo, se completaron la lisis celular y la escisión con 
ácido en etapas muy simples sin purificación alguna entre la lisis y la escisión con ácido. Puede ser posible lograr la 
lisis celular y la escisión con ácido en una única reacción, si el pH del hidrocloruro de guanidina 6M se ajusta a 1,8 25 
con HCl y después se añade al sedimento celular de E. coli. 

Los productos escindidos con ácido se purificaron mediante HPLC utilizando una columna C 18 y después se 
trataron con trombina para obtener [Gly2]hGLP-2 maduro, que se purificó adicionalmente mediante HPLC utilizando 
la misma columna C18. Solamente se necesitaron dos etapas de HPLC (primera después de la escisión con ácido y 
segunda después de la escisión con trombina) para purificar [Gly2]hGLP-2, y se confirmó que el [Gly2]hGLP-2 30 
purificado era [Gly2]hGLP-2 auténtico por medio de espectrometría de masas. 

Ejemplo 1- Construcción del Gen 

Para construir multímeros del gen [Gly2]hGLP-2, un gen [Gly2]hGLP-2, como se muestra más abajo, se amplificó 
primero mediante PCR utilizando un plásmido, pG3M, que portaba un gen [Gly2]hGLP-2 de codón optimizado y se 
cambió el nombre a pEW3G. 35 

Como se muestra en la Figura 1, la secuencia del cebador directo de la PCR (Cebador KS1-5) contenía los sitios de 
reconocimiento de las endonucleasas NdeI y BsaI, y el sitio de escisión de la trombina, que está seguido de 18 
nucleótidos que codifican los seis primeros aminoácidos de [Gly2]hGLP-2. 

El cebador inverso de la PCR (Cebador KS2-3) contenía los sitios de reconocimiento de las endonucleasas BamHI y 
BsaI, el sitio de escisión con ácido, y una secuencia de 18 nucleótidos, que codifica los seis últimos residuos de 40 
aminoácidos de [Gly2]hGLP-2. 

Para la reacción PCR, se preparó en primer lugar la mezcla de reacción de PCR de la parte inferior en un tubo de 
PCR. La mezcla de la parte inferior contenía 41 µL de agua, 5 µL de tampón 10X TsgPlus, 2 µL de una mezcla de 
desoxinucleótidos (2,5 mM cada una), 1 µL de cebador KS1-5 (100 µM), y 1 µL de cebador KS2-3 (100 µM). A la 
mezcla de la parte inferior, se le añadió una porción de Ampliwax® y se calentó a 65°C durante 5 min y a 45 
continuación se enfrió a temperatura ambiente en un banco. Después de formar una capa fina de cera, la mezcla de 
la parte superior contenía 43,5 µL de agua, 5 µL de tampón 10X TsgPlus, 0,2 ng de plásmido, pG3M, en 1 µL, y 0,5 
µL de enzima Tsg Plus. La enzima Tsg Plus era una mezcla de ADN polimerasa Tsg y ADN polimerasa Pfu. El 
tampón 10X Tsg Plus contenía Tris-HCl 200 mM (pH 8,8), KCl 100 mM, (NH4)2SO4 100 mM, MgSO4 20 mM, Triton 
X-100 al 1%, y seralbúmina bovina de 1 mg/mL. 50 

Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: 

Etapa 1: 95°C durante 2 min 
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Etapa 2: 95°C durante 1 min 

Etapa 3: 50°C durante 1 min 

Etapa 4: 72°C durante 15 seg 

Etapa 5: Ir a la Etapa 2 y repetir de la Etapa 2 a la Etapa 4 nueve veces más  

Etapa 6: 95°C durante 1 min 5 

Etapa 7: 65°C durante 30 seg 

Etapa 8: 72°C durante 15 seg 

Etapa 9: Ir a la Etapa 6 y repetir de la Etapa 6 a la Etapa 8 diecinueve veces más  

Etapa 10: 72°C durante 5 min 

Etapa 11: 4°C durante la noche  10 

Después del ciclo total de la reacción PCR, como se ha descrito anteriormente, el producto esperado (una banda de 
ADN de aproximadamente 140 pb), y como se muestra en la Figura 2, se confirmó mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 1,5%. 

Cuarenta microlitros de la mezcla de reacción de PCR de 100 µL se purificaron utilizando un kit QIA ExII de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante, y a continuación se digirieron con las enzimas de restricción BamHI y NdeI. El 15 
ADN digerido se separó por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2%, la banda de ADN se separó del gel 
mediante corte y después se purificó utilizando QIA ExII. El producto de PCR purificado digerido con las dos 
enzimas y purificado se ligó en pET29a, que fue digerido previamente con las dos mismas enzimas de restricción, 
NdeI y BamHI. La ligación se realizó utilizando ADN ligasa Quick T4 a temperatura ambiente durante 6 minutos. 

A continuación, las células competentes de E. coli  DH5α se transformaron con el producto de ligación. A 50 µL de 20 
las células competentes descongeladas en un tubo de microcentrífuga (1,8 mL de capacidad), se les añadieron 3 µL 
de los 21 µL de la mezcla de ligación. La mezcla celular competente se mantuvo en hielo durante 30 min, se sometió 
a tratamiento térmico a 37°C durante 20 seg, y a continuación se mantuvo en hielo durante 2 minutos. A las células 
sometidas a tratamiento térmico, se les añadieron 900 µL de medio Super Optimal Catabolite ("SOC") precalentado 
(37°C). Después de sacudir la suspensión celular a 225 rpm a 37°C durante 1 hora, se extendieron 50 µL y 200 µL 25 
de la suspensión celular sobre placas de agar LB que contenían kanamicina (50 µg/mL) y se incubaron a 37°C 
durante la noche. 

Las colonias individuales se aislaron de las placas de agar al día siguiente, y se cultivaron en 7 mL de caldo LB que 
contenía kanamicina (50 µg/mL) a 37°C a 250 rpm durante la noche. Seis mL de los 7 mL del cultivo se centrifugaron 
a 3.000 rpm durante 15 min y el plásmido se aisló del sedimento celular utilizando un kit QIAprep Spin Plasmid 30 
Miniprep. 

Para identificar si el plásmido portaba el inserto, el plásmido aislado se digirió mediante una enzima de restricción, 
PmlI, a 37°C durante 2 horas y a continuación se separó por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. El 
plásmido también se digirió con la enzima BsaI a 50°C durante 2,5 horas y se analizó sobre gel de agarosa al 1,5%. 
Como se observa en la Figura 2, el inserto amplificado mediante PCR portaba un solo sitio PmlI y dos sitios BsaI, 35 
pero el vector, pET29a, no portaba esos sitios para las enzimas de restricción. Por lo tanto, solo el plásmido, que 
portaba el inserto, se digirió con PmlI y Bsal. 

La porción del inserto del plásmido se secuenció a continuación a partir de ambas direcciones utilizando los dos 
cebadores mostrados más abajo (cebadores Directo e Inverso) para confirmar la secuencia correcta del inserto en el 
plásmido. Uno de los plásmidos, que portaba el inserto sencillo con una secuencia de nucleótidos correcta se 40 
denominó pKS35. 

Ejemplo 2 – Construcción del Vector 

Para construir multímeros del gen [Gly2]hGLP-2, se digirió pKS35 con BsaI a 50°C durante 2,5 horas y se separó 
sobre gel de agarosa al 1,5%. La banda de ADN más grande (la porción del vector) se separó del gel mediante corte 
y el ADN se extrajo de la porción de gel utilizando el kit de extracción en gel QIA quick. La banda de ADN más 45 
pequeña (el inserto, aproximadamente 110 pb) se separó del gel mediante corte y el ADN se extrajo utilizando QIA 
ExII. La porción grande del vector se trató adicionalmente con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIP) para 
minimizar la autoligación del vector y se purificó mediante el kit de purificación QIAPCR. 
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El ADN vector tratado con CIP y el ADN más pequeño del inserto se mezclaron y se ligaron utilizando ligasa Quick 
T4. La mezcla de ligación se utilizó para transformar DH5α, como se ha descrito antes, y a continuación las células 
bacterianas se cultivaron en placa en placas de agar 2X Extracto de Levadura (2x YE) que contenían kanamicina (30 
µg/mL). 

Para examinar el número de unidades génicas [Gly2]hGLP-2 presentes en el plásmido en cada transformante, los 5 
insertos se amplificaron directamente a partir de células de E. coli lisadas por calor mediante PCR y se examinaron 
por medio de electroforesis en gel de agarosa. Como se muestra más abajo, el cebador directo utilizado para la PCR 
(KS003-5) era un oligonucleótido de 20 bases, que se recocía con la región promotora del fago T7 en pET29a. El 
cebador inverso (KS004-3) era un oligonucleótido de 19 bases, que se unía a la región terminadora de la 
transcripción de T7 en el plásmido. 10 

Cebador Directo: TAATACGACTCACTATAGGG 

Cebador Inverso: GCTAGTTATTGCTCAGCGG 

La mezcla de PCR de la parte inferior contenía 42 µL de agua, 5 µL de tampón 10X Tsg Plus, 2 µL de mezcla de 
desoxinucleótidos (2,5 mM cada uno), 0,5 µL de cebador directo KS003-5 100 µM, y 0,5 µL de cebador inverso 
KS004-3 100 µM en un total de 50 µL. Se añadió una porción de Ampliwax a la mezcla de la parte inferior en un tubo 15 
de PCR, se calentó a 63°C durante 5 minutos, y a continuación se solidificó a temperatura ambiente. A la parte de 
arriba de la cera solidificada, se le añadió la mezcla de la parte superior (50 µL). La mezcla de la parte superior 
contenía 44,5 µL de agua, 5 µL de tampón 10X Tsg Plus, y 0,5 µL de enzima Tsg Plus. A continuación, se recogió 
una sola colonia entre muchos transformantes con un mondadientes estéril de una placa de agar y se suspendió en 
la mezcla de la parte superior. El tubo de PCR se sometió a continuación a los ciclos de calentamiento de PCR 20 
utilizando un termociclador, como se describe más abajo. 

Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: 

Etapa 1: 95°C durante 5 min 

Etapa 2: 95°C durante 1 min 

Etapa 3: 55°C durante 30 seg 25 

Etapa 4: 72°C durante 1 min 

Etapa 5: Ir a la Etapa 2 y repetir de la Etapa 2 a la Etapa 4 veintinueve veces más  

Etapa 6: 72°C durante 10 min 

Etapa 7: 4°C durante la noche 

Los productos de la PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% y se detectaron siete 30 
tamaños diferentes de productos de la PCR sobre el gel. Mediante comparación con los marcadores de tamaño de 
ADN (escala de 100 pb), se identificaron como monómero, dímero, trímero, tetrámero, pentámero, hexámero y 
heptámero. Estos multímeros se sometieron también a análisis de la secuencia de nucleótidos, que demostró que 
todos tenían las secuencias correctas de los multímeros. 

Ejemplo 3 - Transformación y Cultivo 35 

Los constructos del multímero [Gly2]hGLP-2 se clonaron en un plásmido pET29a de tal manera que se expresaron 
bajo el control del promotor del fago T7. La ARN polimerasa de E. coli no puede reconocer el promotor de T7. La 
ARN polimerasa de T7 es requerida para la transcripción a partir del promotor de T7. La cepa de E. coli, BLR(DE3), 
porta un gen de la ARN polimerasa del fago T7 en su cromosoma. Por otra parte, el gen recA en BLR(DE3) es 
inactivado de manera que la posibilidad de pérdida de las unidades génicas [Gly2]hGLP-2 en los constructos de 40 
multímero por la recombinación homóloga es mínima en esta cepa. Las dos cepas DH5α y BLR(DE3) están 
disponibles en el mercado, como lo está el sistema de T7 utilizado en la presente memoria. 

El pET29a que porta un constructo hexamérico de [Gly2]hGLP-2 se designó pKS58 y se aisló de las células 
transformantes utilizando el kit Qiagen Plasmid Midi Prep. Las células congeladas competentes de BLR(DE3) (20 
µL) se descongelaron, se mezclaron con 1 µL de pKS58, se mantuvieron en hielo durante 5 minutos, se sometieron 45 
a tratamiento térmico a 42°C durante 30 seg, y a continuación se mantuvieron en hielo durante 2 minutos. A la 
mezcla celular, se le añadieron 80 µL de medio SOC y se incubó a 37°C a 250 rpm durante 1 hora. Se cultivaron en 
placa porciones de la suspensión celular (20 y 50 µL) sobre placas de agar 2x YE que contenían kanamicina (30 
µg/mL) y se incubaron a 37°C durante la noche. 
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Para la expresión, una sola colonia de cada una de las placas de transformación de BLR(DE3), que portaba una 
unidad multimérica del gen [Gly2]hGLP-2, se suspendió en 50 mL de caldo 2x YE que contenía kanamicina (30 
µg/mL) en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y se sacudió a 37°C a 300 rpm durante la noche. Una alícuota (200 µL) 
del cultivo se añadió a 50 mL de caldo 2x YE precalentado que contenía kanamicina (30 µg/mL) y se sacudió a 37°C 
a 300 rpm. Al cabo de 2 horas y 10 minutos cuando la D.O. a 600 nm fue aproximadamente 0,35, se añadió IPTG 5 
para producir una concentración final 2 mM para inducir el gen multimérico. 

Dos y tres horas después de la adición de IPTG, se cosecharon 2 mL de suspensión celular y se introdujeron en una 
microcentrífuga a 15.000 rpm durante 15 minutos. Los sedimentos celulares se lisaron con 50 µL de tampón de lisis 
celular a 100°C durante 5 minutos. Una porción del producto lisado celular (12 µL) se mezcló con 3 µL de tampón de 
carga de SDS-PAGE y las proteínas se separaron mediante SDS-PAGE. Las proteínas sobre los geles se tiñeron 10 
con Azul de Coomassie. La expresión de los constructos multiméricos se examinó mediante comparación con los 
marcadores de peso molecular de la proteína y el perfil proteico de las células no inducidas. 

Ejemplo 4 – Procesamiento del Multímero y Aislamiento del Péptido  

Después de la inducción, las células se cosecharon mediante centrifugación y un gramo de los sedimentos celulares 
frescos se lisaron en 20 mL de hidrocloruro de guanidina 6M. La suspensión celular se incubó sobre hielo durante 1 15 
hora mezclando ocasionalmente y se centrifugó a 12.000 xg durante 30 min. Después de la adición de 30 mL de 
hidrocloruro de guanidina 6M a la solución de sobrenadante, el pH de la solución de sobrenadante se ajustó a 1,8 
añadiendo gotas de HCl 1 N en primer lugar y HCl 0,1 N y a continuación se incubó a 65°C durante 12-14 horas 
removiendo suavemente. La mezcla de reacción se separó después mediante HPLC utilizando una columna C18  y la 
elución mediante un gradiente de acetonitrilo de 30 a 60% en ácido trifluoroacético al 0,1%. 20 

El pico del producto escindido con ácido ([Gly2]hGLP-2 con un conector peptídico corto) se recogió y se secó. A 
continuación, el material seco se disolvió en tampón de trombina (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, CaCl2 2,5 mM, pH 8,4) 
y se trató con trombina a 37°C durante la noche y la reacción se detuvo a continuación por medio de la adición de 
ACN al 20% hasta el volumen final. El producto de la digestión se purificó después mediante HPLC utilizando las 
mismas condiciones descritas anteriormente. 25 

El producto de la digestión se sometió a continuación a análisis mediante espectrometría de masas, utilizando un 
espectrómetro de masas Micromass Quattro Micro™ equipado con una fuente Z-spray funcionando en el modo ión 
positivo con los siguientes parámetros: Rango de Datos: m/z 400-1600; Voltaje del cono: 30-35 V; Temperatura de la 
Fuente: 80°C; Temperatura de Desolvatación: 200°C; La Inyección de flujo fue a través de HP1100; Disolvente: 
Acetonitrilo 50:50: Agua + ácido fórmico al 0,1%; Soporte Lógico: Los datos se adquirieron utilizando MassLynx 4.0. 30 
La calibración se realizó utilizando un espectro MS de mioglobina e histatina 5. 

Como se observa en la Figura 5, la masa del pico predominante, que representa [Gly2]hGLP-2 auténtico, 
recombinante (producido genéticamente) tiene una masa que es 3752,59, que es esencialmente la misma que la 
masa teórica de 3751,99. 

La recuperación del monómero GLP-2 a partir del multímero también se puede lograr convenientemente en una 35 
reacción "directa" utilizando el multímero como reactivo y proporcionando el monómero auténtico, maduro como 
producto final, sin requerir la numerosa separación de productos intermedios y etapas de transferencia. 

Con referencia al ejemplo proporcionado anteriormente, el proceso directo elimina la etapa de lisis celular mediante 
HCl-guanidina 6M, y en primer lugar interrumpe mecánicamente la expresión de las células anfitrionas utilizando por 
ejemplo un homogenizador, o un sonicador. Después de la rotura celular, el pH de la suspensión se redujo, por 40 
ejemplo a pH 1-3, mediante adición por ejemplo de HCl. Como se ha descrito anteriormente, la suspensión se 
incuba a continuación a una temperatura apropiada, tal como 40-80ºC p. ej., 65ºC, para completar la escisión con 
ácido del multímero para producir los intermedios monoméricos que portan los conectores peptídicos N-terminales. 
El pH de la mezcla de reacción se eleva a continuación, por ejemplo utilizando Tris-HCl, al intervalo de pH adecuado 
para la actividad de la trombina p. ej., 7,5-9,0 y preferiblemente alrededor de 8,4. Después se añade la trombina 45 
para ocasionar la escisión de los conectores peptídicos N-terminales, generándose de ese modo el producto GLP-2 
maduro que porta los extremos auténticos. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un multímero proteico de cadena sencilla que comprende al menos dos unidades del péptido GLP-2 acopladas en 
tándem por un conector que proporciona en el multímero un sitio de escisión con ácido en su extremo N, y un sitio 
de escisión con enzima en su extremo C, donde la escisión de dicho multímero con un ácido y una enzima libera 
dichas unidades del péptido GLP-2, teniendo cada una residuos N y C terminales auténticos y donde el sitio de  5 
escisión con ácido tiene la secuencia Asp-Pro y el sitio de escisión con enzima se selecciona entre el sitio de 
escisión con enteroquinasa que tiene la secuencia Asp-Asp-Asp-Asp-Lys, un sitio de escisión con Factor Xa que 
tiene la secuencia Ile-Glu-Gly-Arg y un sitio de escisión con trombina que tiene la secuencia Val-Ser-Gly-Pro-Arg. 

 2. Un multímero proteico de cadena sencilla de acuerdo con la reivindicación 1, donde dicho conector consiste en 
no más de 25 residuos, menos de 20 residuos, menos de 15 residuos, o menos de 10 residuos. 10 

 3. Un multímero proteico de cadena sencilla de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, donde dicho conector tiene la 
secuencia ProValSerGlyProArg. 

 4. Un multímero proteico de cadena sencilla de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde 
dicho péptido GLP-2 es [Gly2]hGLP-2. 

5. Un multímero proteico de cadena sencilla de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que 15 
comprende adicionalmente un péptido portador acoplado liberablemente al extremo N del mismo, proporcionando el 
péptido portador un residuo de Met en su extremo N y, en su extremo C, un sitio escindible por dicha enzima. 

 6. Un multímero proteico de cadena sencilla de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que 
comprende adicionalmente un péptido de prolongación C-terminal. 

 7. Un procedimiento para preparar un multímero de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que 20 
comprende la etapa de cultivar un anfitrión celular que incorpora un constructo de expresión en el que una molécula 
de ADN que codifica dicho multímero se conecta operablemente con ADN proporcionando la expresión del mismo. 

 8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 7, donde dicho anfitrión en un anfitrión E. coli . 

 9. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, donde el constructo de expresión 
comprende adicionalmente el promotor del bacteriófago T7. 25 

10. Un polinucleótido que codifica el multímero de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6. 

11. Un procedimiento para preparar un péptido GLP-2, que comprende las etapas de obtener un multímero de 
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, tratar el multímero con ácido y con enzima para escindir el 
conector residente allí, y a continuación aislar las unidades de péptido GLP-2 resultantes. 

12. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 11, donde el multímero se escinde en primer lugar con ácido, 30 
el multímero escindido resultante es aislado y después escindido con enzima, y a continuación se aíslan las 
unidades de péptido GLP-2 resultantes que tienen extremos auténticos. 

13. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 12, donde la etapa de escisión con ácido se realiza en el 
momento de extraer el multímero del péptido GLP-2 del anfitrión celular que produce dicho multímero. 

 14. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 11, donde la etapa de tratamiento del multímero con ácido y 35 
con enzima se realiza sin separación de los productos de reacción antes del tratamiento con enzima. 
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