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DESCRIPCIÓN 

Sistema de expresión para proteínas 

Campo de la invención  

La invención se refiere a un sistema de expresión para polipéptidos. En concreto, la invención se refiere a plásmidos 
y células huésped para expresión de polipéptidos, que pueden ajustar la intensidad de la expresión mejorando de 5 
este modo los rendimientos de la expresión. Más específicamente, la presente invención se refiere a vectores 
nuevos que se expresan en un huésped, que comprende un promotor ajustable unido operablemente a una 
secuencia de ácido nucleico que codifica la lisozima T7. Además, la invención se refiere al uso de estos vectores 
para la expresión de ácidos nucleicos que codifican la lisozima de T7. La invención también se refiere al uso de la 
lisozima de Y7 para ajustar la actividad de la ARN polimerasa de T7 de un modo para dar una expresión óptima de 10 
ácidos nucleicos que codifican, por ejemplo, polipéptidos, en concreto proteínas con una compleja biogénesis 
postraduccional, por ejemplo proteínas de membrana, proteínas secretoras, proteínas modificadas 
postraduccionalmente (p. ej., glicosiladas) y proteínas que requieren la ayuda de chaperonas para su plegamiento. 

Antecedentes de la invención  

Se han descrito muchos sistemas para la expresión de ácidos nucleicos que codifican, por ejemplo, polipéptidos 15 
tales como proteínas recombinantes en sistemas procariotas. Los sistemas de expresión basados en la ARN 
polimerasa de T7 (T7RNAP, SEC ID Nº 17) son los sistemas más usados para producir proteínas recombinantes en 
Escherichia coli (Studier, y col. (1990) Methods Enzymol 185:60-89). Cabe destacar que además de en E. coli, la 
expresión basada en T7RNAP se ha usado en un huésped de diferentes organismos procariotas y eucariotas (p. ej., 
Kang y col. (2007) Protein Expr Purif. 55(2):325-33; Dower y Robasch (2002) RNA 8:686-697; Nguyen y col. (2004) 20 
Plant Biotechnol. J. 2: 301-310; Polkinghorne y Roy (1995) Nucleic Acids Res. 23(1): 188-191; Wang et al. (2007) 
Analytical Biochemistry, en prensa (doi:10.1016/j.ab.2007.11.037)). La T7RNAP reconoce un promotor muy 
específico, es decir un promotor de T7 (Chamberlin y col., (1970) Nature 228, 227-231; Oakley y Coleman (1977) 
PNAS 74, 4266-4270; Rosa (1979) Cell 16, 815-825 ;Panayotatos y Wells (1979) Nucl. Acids Res. 13, 2227-2240; 
Dunn y Studier (1983) J. Mol. Biol. 166, 477-535/175, 111-112), y transcribe ADN con una tasa de transcripción ocho 25 
veces mayor que la ARN polimerasa de  E. coli  (lost, y col. (1992) J Bacteriol 174:619-22). Esto es una gran ventaja 
para la producción de alto rendimiento de la proteína recombinante en E. coli. El inconveniente de la buena 
eficiencia es, por ejemplo, la gran carga metabólica y la tensión de plegamiento impuesta sobre la célula huésped. 
Aunque la producción de proteínas en el citoplasma de E. coli es relativamente sencilla, la sobreexpresión de 
proteínas de membrana en E. coli sigue suponiendo un reto (Wagner, y col. (2006) Trends Biotechnol 24:364-71). 30 
Aunque las proteínas de membrana a menudo pueden expresarse fácilmente en los cuerpos de inclusión, su 
replegamiento en proteínas funcionales no suele tener éxito. La sobreexpresión de las proteínas de membrana por la 
acumulación en el sistema de la membrana citoplásmica evita este problema de replegamiento, pero suele ser 
tóxico, de modo que se reducen mucho los rendimientos. Esto se debe principalmente a los complejos requisitos de 
la biogénesis de las proteínas de membrana, en las que, tras el inicio de la traducción en el ribosoma, los complejos 35 
de las cadenas nacientes de proteína de membrana y ribosoma están dirigidos a la membrana plasmática (Luirink, y 
col. (2005) Annu Rev Microbiol 59:329-55). Los dominios transmembranales (DTM) de las proteínas de membrana 
quedan atrapados en el translocón Sec y, después, se dividen en la bicapa lipídica. La sobreexpresión de la proteína 
de membrana satura fácilmente una o varias etapas de la vía de la biogénesis que conduce a la agregación 
indeseada y la degradación de proteínas recombinantes en el citoplasma. Además, el bloqueo de la vía secretora 40 
tiene como resultado una toxicidad intensa para la célula huésped (Wagner, y col. (2007) Mol Cell Proteomics 
6:1527-50). Una menor viabilidad de la célula huésped y el plegamiento incorrecto de la proteína recombinante 
sobreexpresada tiene como resultado bajos rendimientos del producto deseado. En este caso, el principal problema 
es que la expresión de los polipéptidos por la T7RNAP es demasiado fuerte. La mayoría de los sistemas de 
expresión basados en T7RNAP han dependido exclusivamente de una actividad fija de la T7RNAP que tiene como 45 
resultado una intensidad fija de expresión de proteínas recombinantes. Las cepas más usadas para este fin son 
BL21 (DE3) y sus derivados BL21 (DE3)pLysS, BL21 (DE3)pLysE, C41 (DE3) y C43(DE3) (Studier (1991) J Mol Biol 
219:37-44) (Miroux (1996) J Mol Biol 260: 289-98). Los huéspedes portadores de los plásmidos pLysS y pLysE 
expresan la lisozima de T7, , pLysS a un nivel bajo establecido y , pLysE a un nivel alto establecido. Todos estos 
sistemas fijos no dejan oportunidad a ajustar la intensidad de la expresión a los requisitos individuales de diferentes 50 
proteínas diana. Dado que es impredecible qué intensidad de expresión es óptima para obtener los mejores 
rendimientos de sobreexpresión de una proteína concreta, la expresión se tiene que cribar en diferentes cepas con 
intensidades de expresión fijas basadas en T7RNAP. Sería ideal que se pudieran someter a detección selectiva 
diferentes intensidades de expresión en solo un sistema de expresión basado en T7RNAP. Este sistema de 
expresión “todo en uno” facilitaría enormemente la detección selectiva de la sobreexpresión. Por tanto, existe la 55 
necesidad de proporcionar sistemas de expresión procariotas y eucariotas alternativos con la capacidad para ajustar 
de forma continua la intensidad de la expresión de secuencias de ácido nucleico, en particular de las que codifican 
proteínas de membrana y otros polipéptidos con complejos requisitos biogenéticas postraduccionales; por ejemplo 
proteínas secretoras, proteínas que se modifican postraduccionalmente (p. ej., glicosiladas (Wacker y col., (2002) 
Science 298. páginas 1790 - 1793), y proteínas que requieren la ayuda de chaperonas para su plegamiento. 60 
Encontrar la cepa óptima basada en T7RNAP para la sobreexpresión de una proteína es cuestión de “ensayo y 
error” que requiere tiempo, de modo que se usan, por ejemplo, BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS, BL21(DE3)pLysS 
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(Studier (1991) J Mol Biol 219: 37 44), C41(DE3) y C43(DE3) (Miroux (1996) J Mol Biol 260, 289-98). En estas 
cepas, la actividad de T7RNAP está fijada y se debe realizar detección selectiva de la cepa más adecuada según la 
sobreexpresión de la proteína deseada. La cepa que será la mejor es algo que no se puede predecir. 

Técnica anterior  

Studier ((1991) Journal of Molecular Biology 219:37-44) divulga varios sistemas basados en la ARN polimerasa de 5 
T7 para la expresión de proteínas. En los sistemas de expresión divulgados se usan niveles en equilibrio de la 
lisozima T7 con el fin de inhibir la actividad de fondo de la ARN polimerasa de T7 y, por tanto, prevenir la expresión 
con fugas y/o reducir los niveles de expresión de las proteínas diana tóxicas. Reduciendo la expresión con fugas de 
la proteína diana antes de la inducción de la expresión y/o reduciendo los niveles de la expresión inducida de las 
proteínas diana se mejora la viabilidad de la célula huésped y, por tanto, se incrementan los rendimientos proteicos. 10 

Se han desarrollado varios sistemas de expresión en los que la ARN polimerasa de T7 está bajo el control directo de 
un promotor inducible: 

Hartnett y col. ((2006) Promega notes 94:27-30) y el documento EP 1 847 611 A2 divulgan sistemas para expresión 
de proteínas, en los que la ARN polimerasa de T7 está bajo el control directo de un promotor rhaBAD inducible por 
ramnosa. 15 

McKinney y col. ((2002) Journal of Bacteriology 184: 6056-6059) divulgan una cepa de Salmonella para expresión 
génica regulada, en la que la ARN polimerasa de T7 está bajo el control de un elemento de control araC-PBAD que es 
inducible por arabinosa. 

Sistemas similares se divulgan en el documento WO 2008/017073 A, Wycuff y col. ((2000) Analytical Biochemistry 
277:67-73 y Chao y col. ((2002) Biotechnology progress 18:8756-7938. 20 

Otro sistema basado en la ARN polimerasa de T7 inducible o ajustable, en el que la ARN polimerasa de T7 está 
directamente regulada por, por ejemplo, calor o luz, incluye sistemas divulgados en Chao y col. (2002) Applied 
Microbiology and Biotechnology 58:446-453), Wang y col. (2004) Biotechnology Process 20:1352-1358), Saida y col. 
((2006) Current Protein and Peptide Science 7:1389-2037), Asanuma y col. ((2001) Nucleic Acids Research 
Suplemento Nº 2, páginas 75-76) y Liang y col. ((2004) Nucleic Acids Symposium Series Nº 51, páginas 349-350). 25 

Sumario de la invención  

Los inventores han demostrado que un ajuste de la actividad de  T7RNAP facilita que la célula huésped acople los 
procesos de transcripción, traducción y postraducción, y da como resultado rendimientos más altos de proteína 
expresada funcionalmente y también reduce la agregación indeseada de proteína mal plegada y mal dirigida. En 
consecuencia, se proporciona un nuevo sistema para la expresión ajustable de ácidos nucleicos que codifican, por 30 
ejemplo, polipéptidos tales como proteínas recombinantes en sistemas procariotas. El sistema se basa en la 
capacidad de la lisozima T7 (T7Lys) para inhibir la actividad de T7RNAP. La expresión de T7Lys se puede ajustar de 
forma continua a medida que su expresión está bajo el control de un promotor cuya actividad se puede titular, en 
concreto T7Lys está unido operablemente al promotor rhaBAD inducible por L-ramnosa (Giacalone, y col. (2006) 
Biotechniques 40:355-64). El núcleo de la invención es un nuevo vector que se puede expresar en un huésped que 35 
comprende un promotor ajustable unido operablemente a la secuencia de ácido nucleico que codifica T7Lys. Dicho 
vector no está en el mismo grupo de incompatibilidad que el sistema  pET u otros vectores de expresión basados en 
T7, ya que comprende orígenes de replicación diferentes de los orígenes  colE1 de los vectores derivados de 
pBR1322, en concreto los siguientes orígenes de replicación. p15A de pACYC, repA de pSC101, y cloDF13 de 
pCDF. Esto significa que el vector nuevo es capaz de coexistir en la misma célula que los vectores del sistema Pet 40 
de otros vectores de expresión basados en T7. Esto permite el uso de una cepa para optimizar las condiciones de 
expresión para una proteína específica y elimina la necesidad de detectar de forma selectiva la cepa más óptima. 

BL21 de Escherichia coli (DE3) transformada con un vector derivado de pACYC que comprende el promotor rhaBAD 
unido operablemente a T7Lys se denomina Lemo21(DE3). En esta cepa, los niveles de T7Lys se regulan mediante 
la adición de L-ramnosa al medio de cultivo. T7Lys inhibe la T7RNAP hasta un grado en función de la concentración 45 
de L-ramnosa. La T7RNAP transcribe una proteína recombinante diana unida operablemente a un promotor de Y7 
de un vector del sistema pET. Los niveles de ARNm de dicha proteína recombinante dependen de la actividad de 
T7RNAP y, por tanto, de la concentración de L-ramnosa en el medio de cultivo. Los sistemas basados en T7Lys 
unidos operablemente a otros promotores ajustables funcionan en consecuencia. Esto incluye los promotores de 
lactosa [lac] (Yanisch-Perron y col. 1985, Gene 33, 103-109), y de triptófano [trp) (Goeddel y col., 1980, Nature 50 
(London) 287, 411-416), y los promotores híbridos derivados de estos dosa[tac y trc] (Brosius, 1984, Gene 27 : 161 - 
172 ; Arnann y Brosius, 1985, Gene 40, 183- 190), el promotor araB inducible por arabinosa (documento WO 86 
04356) y el promotor rhaSB de ramnosa inducible por L-ramnosa dos 03068956). Los niveles de ARNm reducidos 
permite que E. coli se enfrente con la tensión por sobreexpresión, que continúe creciendo y que no se vea afectada 
por la sobreexpresión y, por último, que de más proteína producida. El sistema de acuerdo con la invención permite 55 
la inhibición de la ARN polimerasa de T7 por la lisozima T7 de un modo ajustable de forma continua para encontrar 
las condiciones de expresión óptimas para cada proteína diana. El sistema permite de forma conveniente la 
detección selectiva de expresión óptima usando solo una cepa en lugar de la detección selectiva de la expresión 

E09716044
20-04-2012

 



4 

óptima en diferentes cepas con intensidades fijas de expresión basada en T7RNAP. La compatibilidad de nuestro 
sistema con la plataforma de expresión de pET usada y otras plataformas de expresión basadas en T7 ofrecen un 
inmenso potencial para el uso del producto de los inventores que va desde la producción de proteínas en laboratorio 
a escala pequeña a aplicaciones en fermentadores a escala industrial. 

La invención comprende adicionalmente los aspectos siguientes: 5 

1. Una célula huésped capaz de expresar ARN polimerasa de T7 tras inducción, comprendiendo la célula 
huésped: 

un primer ácido nucleico que tiene un gen de la lisozima de T7 o un gen variante de la lisozima de T7 que 
codifica una variante de la lisozima de T7 que tiene la capacidad de inhibir la actividad de la ARN polimerasa 
de T7, bajo el control de un promotor, y 10 

un segundo ácido nucleico que tiene un promotor de T7 unido operablemente a una secuencia de ácido 
nucleico que codifica un polipéptido diana, 

que se caracteriza porque 

el gen de la lisozima de T7 o el gen variante de la lisozima de T7 está bajo el control de un promotor 
ajustable; 15 

el promotor ajustable tiene un efecto sobre el índice de transcripción del gen de la lisozima de T7 que 
depende de la concentración o intensidad de un inductor del promotor, de forma que el índice de transcripción 
del gen de la lisozima de T7 aumenta con la concentración o intensidad creciente del inductor y que la 
expresión de la lisozima de T7 se puede ajustar de forma continua mediante dicho promotor ajustable; 

y porque 20 

el promotor ajustable se selecciona de un modo tal que la expresión del polipéptido diana se puede ajustar 
mediante el control de la expresión del gen de la lisozima de T7 o el gen variante de la lisozima de T7 cuando 
se induce la expresión de la ARN polimerasa de T7. 

2. La célula huésped de la reivindicación 1, en la que dicho ácido nucleico comprende el promotor ajustable es un 
primer vector y dicho segundo ácido nucleico que comprende el promotor de T7 es un segundo vector y en el que 25 
el primero y el segundo vector son compatibles. 

3. La célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en la que dicho promotor ajustable es ajustable 
por ramnosa o arabinosa. 

4. La célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en la que dicho promotor ajustable es ajustable 
por luz. 30 

5. La célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en la que dicho promotor ajustable es ajustable 
por temperatura. 

6. La célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicho primer ácido nucleico comprende 
un marcador de selección. 

7. La célula huésped de la reivindicación 6, en la que el marcador de selección es un marcador de selección 35 
antibiótico. 

8. La célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que dicha variante de la lisozima de T7 es 
LysY. 

9. La célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que dicho primer ácido nucleico es al 
menos un 80 % idéntico a un ácido nucleico escogido del grupo que comprende las SEC ID Nº 1-5. 40 

10. La célula huésped de la reivindicación 9, en la que dicho primer ácido nucleico es idéntico a un ácido nucleico 
escogido del grupo que comprende las SEC ID Nº 1-5. 

11. Una célula huésped de las reivindicaciones 1 a 10, seleccionada del grupo de E. coli, Pseudomonas 
aeruginosa, Erwinia carotovora, Salmonella choleraesuis, Agrobacterium tumefaciens, Chromobacterium 
violaceum, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Salmonella, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, 45 
Kluyveromyces lactis, CHO, NS0, HEK293, HeLa, Sf9, tabaco, arroz y Leishmania tarentolae. 

12. Un procedimiento para producir un polipéptido diana, que comprende las etapas de: 

a) proporcionar una célula huésped de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11; 

b) inducir la expresión del polipéptido diana 
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c) controlar la expresión del polipéptido diana ajustando dicho promotor ajustable y, por tanto, la expresión de 
dicha lisozima de T7;  

y opcionalmente 

d) aislar el polipéptido. 

13. El procedimiento de la reivindicación 19, en el que la inducción de la expresión del polipéptido diana se realiza 5 
induciendo la expresión de la ARN polimerasa de T7 o una variante de la misma. 

14. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13, en el que el ajuste del promotor ajustable, o 
una variante del mismo, se consigue mediante cualquiera de: inducción ligera, ajuste de la temperatura, adición de 
un inductor químico, en concreto ramnosa o arabinosa. 

15. Un ácido nucleico que comprende un gen de la lisozima de T7 o un gen variante de la lisozima de T7 que 10 
codifica una variante de la lisozima de T7 que tiene la capacidad de inhibir la actividad de la ARN polimerasa de 
T7, bajo el control de un promotor, caracterizado porque 

el gen de la lisozima de T7 o el gen variante de la lisozima de T7 está bajo el control de un promotor rhaBAD 
ajustable y que el promotor ajustable tiene un efecto sobre el índice de transcripción del gen de la lisozima de 
T7 que depende de la concentración de un inductor del promotor rhaBAD, de forma que el índice de 15 
transcripción del gen de la lisozima de T7 aumenta con la concentración creciente del inductor y que la 
expresión de la lisozima de T7 se puede ajustar de forma continua mediante dicho promotor rhaBAD 
ajustable. 

16. Un ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 15, que es al menos un 80 % idéntico con un ácido 
nucleico escogido del grupo de las SEC ID Nº 1-5. 20 

17. Un ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 16 escogido del grupo de las SEC ID Nº  1-5. 

18. Uso del ácido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17 para controlar la expresión de un 
polipéptido diana mediante la lisozima de T7. 

Breve descripción de las figuras  

La invención se explicará adicionalmente con referencia a las Figuras adjuntas, en las que: 25 

Las Figuras 1A-E muestra los mapas de plásmidos de acuerdo con diferentes realizaciones de la invención, 
que expresan lisozima de T7 o variantes de la misma a partir de un promotor inducible por L-ramnosa. 

La Figura 2 muestra un modelo del control de la actividad de la ARN polimerasa de T7 mediante titulación de 
la expresión de la lisozima de T7 de acuerdo con una realización de la presente invención. 

La Figura 3 muestra los niveles de expresión de la lisozima de T7 en células Lemo21(DE3) de la presente 30 
invención, cultivadas en presencia de concentraciones diferentes de L-ramnosa. 

La Figura 4 muestra los niveles de ARNm de la proteína recombinante YidC-GFP, expresada en células 
Lemo21(DE3) de la presente invención, cultivadas en presencia de concentraciones diferentes de L-ramnosa. 

La Figura 5 muestra A, crecimiento y B, expresión proteica de las células Lemo21(DE3) de la presente 
invención, que expresan la proteína recombinante YidC-GFP y cultivadas en presencia de concentraciones 35 
diferentes de L-ramnosa. 

La Figura 6 muestra la fracción de las células Lemo21 (DE3) que no expresan YidC-GFP 4 horas y 18 horas, 
respectivamente, después de la inducción con IPTG, en presencia de concentraciones diferentes de L-
ramnosa. 

La Figura 7 muestra A, crecimiento y B, expresión proteica de las células Lemo21(DE3) de la presente 40 
invención, que expresan la proteína recombinante YidC-GFP y cultivadas en presencia de concentraciones 
diferentes de L-ramnosa. 

La Figura 8 muestra la agregación de proteínas en el citoplasma de células Lemo21(DE3) de la presente 
invención, que expresan la proteína recombinante YidC-GFP durante 4 horas en presencia de 
concentraciones diferentes de L-ramnosa. 45 

La Figura 9 muestra A, crecimiento y B, expresión proteica de la proteína recombinante YidC-GFP en un 
cultivo semicontinuo, en una comparación entre cepas diferentes. 

La Figura 10 muestra la expresión de proteínas de membrana de fusión-GFP en células Lemo21(DE3) de la 
presente invención en comparación con la expresión en otras cepas de E.coli. 
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La Figura 11 muestra los niveles de expresión de la  chaperona soluble que requiere luciferasa-HiS8 en 
células Lemo21(DE3) de la presente invención, cultivadas en presencia de concentraciones diferentes de L-
ramnosa. 

La Figura 12 muestra A, niveles de expresión de la uracilo ADN glicosilasa de E. coli, una proteína 
citoplásmica soluble, de expresión en células Lemo21(DE3) cultivadas en presencia de concentraciones 5 
diferentes de L-ramnosa, así como en comparación con la expresión en otras cepas de E. coli. 

Descripción detallada de las realizaciones  

Como se usa en el presente documento, las definiciones siguientes se proporcionan para facilitar la comprensión de 
la presente invención. 

Un “vector que se puede expresar en un huésped” o “vector de expresión” es una construcción de ácido polinucleico 10 
generado de forma recombinante o sintética, con una serie de elementos de ácido polinucleico especificados que 
permiten la transcripción de una secuencia de ácido nucleico concreto en una célula huésped. 

Normalmente, este vector incluye una unidad transcripcional que comprende una secuencia de ácido nucleico 
concreto que se va a transcribir unido operablemente a un promotor. Un vector que se puede expresar en un 
huésped puede ser, por ejemplo, un plásmido de replicación autónoma o autorreplicación, un cósmico, un fago, un 15 
virus o un retrovirus. 

Los términos “huésped”, "célula huésped” y “célula huésped recombinante” se usan de forma intercambiable en el 
presente documento para indicar una célula procariota o eucariota en la cual se han introducido uno o más vectores 
o secuencias de ácido nucleico de la invención aisladas y purificadas. Debe entenderse que dichos términos no sólo 
se refieren a la célula sujeto concreta, sino también a la progenie, o potencial progenie, de dicha célula. Dado que se 20 
pueden producir ciertas modificaciones en las generaciones posteriores debido a mutaciones o influencias 
ambientales, dicha progenie puede, de hecho, no ser idéntica a la célula parental, pero todavía está incluida en el 
alcance del término tal como se usa en la presente memoria descriptiva. 

“Promotor”,como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de ácido nucleico que regula la 
expresión de una unidad transcripcional. Una “región promotora” es una región reguladora de ARN capaz de unir la 25 
ARN polimerasa en una célula e iniciar la transcripción de una secuencia codificadora (dirección 3’) posterior. Dentro 
de la región promotora se encontrará un sitio de inicio de la transcripción (convenientemente definido mediante 
mapeo con la nucleasa S1), así como los dominios de unión a proteína (secuencias consenso) responsables de la 
unión de la ARN polimerasa, como la región -35 putativa y la caja Pribnow. 

Un “promotor ajustable” es un promotor cuyo efecto sobre la expresión de una unidad de transcripción depende de la 30 
concentración de un inductor (si el inductor es un compuesto químico) o la intensidad de un inductor (si el inductor 
es la luz o la temperatura). Concentraciones menores del inductor dan como resultado un menor índice de 
transcripción (índice de transcripción; número de moléculas de ARNm sintetizadas por unidad de tiempo) y 
concentraciones mayores del inductor dan como resultado un índice de transcripción mayor. 

Los términos “regulable”, “controlable”, “titulable”, “ajustable” y “ajustable” se tienen que usar de forma sinónima. 35 

“Operón de L-ramnosa” se refiere al operón rhaSR-rhaBAD como se ha descrito para E. coli en Holcroft y Egan, 
2000, J. Bacteriol. 182 (23), 6774-6782. El operón rhaBAD es un operón catabólico regulado positivamente que 
transcribe RhaB, RhaA y RhaD de forma divergente de otro operón rha, rhaSR, con aproximadamente 240 pb de 
ADN separando sus sitios de inicio de la transcripción respectivos. El operón rhaSR codifica los dos activadores 
específicos de L-ramnosa RhaS y RhaR. RhaR regula la transcripción de rhaSR, mientras que RhaS se une al ADN 40 
cadena arriba en -32 a -81 respecto al sitio de inicio de la transcripción de rhaBAD. Además, el operón intergénico 
rhaSR-rhaBAD contiene los sitios de unión de CRP en las posiciones -92,5 (CRP1) respecto al sitio de inicio de la 
transcripción de rhaBAD y los sitios de unión de CRP en las posiciones -92,5 (CRP 2), -115,5 (CRP 3) y 116,5 (CRP 
4) respecto al sitio de inicio de la transcripción de rhaSR así como un sitio de unión para RhaR que abarca de -32 a -
82 respecto al sitio de inicio de la transcripción derhaSR. Con “región promotora rhaBAD del operón de L-ramnosa” 45 
se quiere decir el operón rhaBAD que comprende esencialmente el sitio de inicio de la transcripción de rhaJBAD, la 
supuesta región -35, la caja Pribnow, el sitio de unión de CRP CPR1, el sitio de unión para RhaS respecto al sitio de 
inicio de la transcripción de rhaBAD, así como los sitios de unión de CRP CRP 2-4 y los sitios de unión para RhaR 
respecto al sitio de inicio de la transcripción o[iota]rhaSR. Con “región promotora rhaBAD” se quiere decir el 
promotor del operón rhaBAD que comprende esencialmente el sitio de inicio de la transcripción de rhaBAD, la 50 
supuesta región -35, la caja Pribnow, el sitio de unión para RhaS y el sitio de unión CRPI respecto al sitio de inicio 
de la transcripción de rhaBAD, y el sitio de unión de CRP CRP4 o una parte del mismo respecto al sitio de inicio de 
la transcripción rhaSR. 

"CRP" significa "proteína reguladora del catabolito". “CRP” por lo general se refiere en la técnica a “proteína 
receptora de AMP cíclico”, que tiene el significado sinónimo.  CRP es una proteína reguladora controlada por AMP 55 
cíclico (AMPc) que media la activación de los operones catabólicos tales como el operón L-ramnosa. 

Un “potenciador” es una secuencia de ácido nucleico que actúa para potenciar la transcripción de una unidad 

E09716044
20-04-2012

 



7 

transcripcional independiente de la identidad de la unidad transcripcional, la posición de la secuencia en relación con 
la unidad transcripcional o la orientación de la secuencia.  Los vectores de la presente invención opcionalmente 
incluyen potenciadores. 

“Unidad transcripcional” como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de ácido nucleico que 
normalmente se transcribe en una molécula de ARN sencilla. La unidad transcripcional puede contener un gen 5 
(monocistrónico) o dos (dicistrónico) o más genes (policistrónico) que codifican moléculas polipeptídicas 
funcionalmente relacionadas. 

Una secuencia de ácido nucleico está “unida operablemente” cuando se coloca en una relación funcional con otra 
secuencia de ácido nucleico.  Por ejemplo, un promotor está operablemente unido a una secuencia de codificación si 
afecta a la transcripción de la secuencia; o una región de inicio de la transcripción, tal como un sitio de unión al 10 
ribosoma está operablemente unido a una secuencia de ácido nucleico que codifica, por ejemplo, un polipéptido, si 
se coloca de modo que se facilite la traducción del polipéptido. La unión se puede lograr mediante uniones en sitios 
de restricción convenientes. Si tales sitios no existen, los ligadores o adaptadores de oligonucleótidos sintéticos se 
usan de acuerdo con la práctica convencional 

“Ácido nucleico” o “secuencia de ácido nucleico” o “ácidos nucleicos o secuencias de ácido nucleico aislados y 15 
purificados” como se refieren en la presente invención pueden ser ADN, ARN, o híbrido de ADN/ARN. En caso de 
que el ácido nucleico o la secuencia de ácido nucleico se localicen en un vector, normalmente es ADN. El ADN al 
que se hace referencia en el presente documento puede ser cualquier secuencia de polidesoxinucleótido, 
incluyendo, por ejemplo ADN bicatenario, ADN monocatenario, ADN bicatenario en el que una o ambas hebras se 
componen de dos o más fragmentos, ADN bicatenario en donde una o ambas hebras tienen un esqueleto 20 
fosfodiéster no interrumpido, ADN que contiene una o más porciones de cadena sencilla y una o más porciones de 
cadena doble, ADN bicatenario en donde las hebras de ADN son completamente complementarias, ADN bicatenario 
en donde las hebras de ADN son solo parcialmente complementarias, ADN circular, ADN covalentemente cerrado, 
ADN lineal, ADN covalentemente reticulado, ADNc, ADN sintetizado químicamente, ADN semi-sintético, ADN 
biosintético, ADN aislado naturalmente, ADN digerido de enzima, ADN de cizallamiento, ADN marcado, tal como 25 
ADN radiomarcado y ADN fluorocromo-marcado, ADN que contiene una o más especies de ácido nucleico que no 
ocurren naturalmente. Las secuencias de ADN se pueden sintetizar mediante técnicas estándar de química, por 
ejemplo, el procedimiento fosfotriéster o vía procedimientos de síntesis automatizados y procedimientos de PCR. La 
secuencia purificada y aislada de ADN también se puede producir por técnicas enzimáticas. 

Una secuencia “sustancialmente idéntica” es una secuencia de nucleótidos que difiere de una secuencia de 30 
referencia únicamente en una o más sustituciones conservadoras, como se trata en el presente documento, o en 
una o más sustituciones, deleciones o inserciones no conservadoras, localizadas en las posiciones de la secuencia 
que no destruyen la función biológica de la molécula de ácido nucleico. Dicha secuencia puede ser cualquier valor 
de 80 % a 99% o, más en general, al menos 80%, 85%, 90% o 95%, o tanto como 96%, 97%, 98% o 99% idénticas 
cuando están alineadas óptimamente a nivel de aminoácido o nucleótido con la secuencia usada para comparación 35 
usando, por ejemplo, el programa Align Program 98 o FASTA. La longitud de las secuencias de comparación puede 
ser de al menos 5, 10, 15, 20, o 25 nucleótidos, o al menos 30, 40, o 50 nucleótidos. En realizaciones alternativas, la 
longitud de las secuencias de comparación puede ser de al menos 60, 70, 80 o 90 nucleótidos, o de más de 100, 
200 o 500 nucleótidos. 

La identidad de secuencia se puede medir fácilmente usando software de análisis de secuencia disponible para el 40 
público (p. ej., Sequenc Analysis Software Package of the Genetic Computer Group, University of Wisconsin 
Biotechnology Center, 1710 University Avenue, Madison, Wis; 53705, o el software BLAST disponible en la National 
Library of Medicine, o como se describe en el presente documento). Ejemplos de software útil incluyen los 
programas Pile-up y PrettyBox. Dicho software aparea secuencias similares asignando grados de homología a 
varias sustituciones, deleciones, sustituciones y otras modificaciones. Secuencias sustancialmente idénticas 45 
incluyen secuencias homólogas, tales como secuencias relacionadas con COPI de especies no humanas, como se 
describe en el presente documento o se conoce en la técnica. 

Como alternativa, o adicionalmente, dos secuencias de ácido nucleico pueden ser “sustancialmente idénticas” si 
hibridan en condiciones de rigurosidad alta. En algunas realizaciones, las condiciones de rigurosidad alta son, por 
ejemplo, condiciones que permiten la hibridación comparable con la hibridación que se produce usando una sonda 50 
de ADN de al menos 500 nucleótidos de longitud, en un tampón que contiene NaHPO4, pH 7,2, SDS al 7%, EDTA 1 
mM y BSA al 1% (fracción V), a una temperatura de 65°C,  o un tampón que contiene formamida al 48%, 4,8x SSC, 
Tris-Cl 0,2 M, pH 7,6, 1x solución de Denhardt, sulfato de dextrano al 10% y SDS 0,1 %, a una temperatura de 42°C. 
(Estas son condiciones típicas de rigurosidad alta para hibridaciones Northern o Southern.) Las hibridaciones se 
pueden llevar a cabo en un periodo de aproximadamente de 20 a 30 minutos o de aproximadamente 2 a 6 horas, o 55 
de aproximadamente 10 a 15 horas, o de unas 24 horas o más. La hibridación de alta rigurosidad también depende 
del éxito de numerosas técnicas realizadas de forma rutinaria por los biólogos moleculares, tales como PCR de alta 
rigurosidad, secuenciación de ADN, análisis de polimorfismo conformacional de una hebra e hibridación in situ. En 
contraste con las hibridaciones Northern y Southern, estas técnicas normalmente se realizan con sondas 
relativamente cortas (p. ej., normalmente aproximadamente 16 nucleótidos o más para PCR o secuenciación y 60 
aproximadamente 40 nucleótidos o más para hibridación in situ). Las condiciones de rigurosidad alta usadas en 
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estas técnicas son bien conocidas para los expertos en la técnica de biología molecular y se pueden encontrar 
ejemplos en, por ejemplo, Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons. 

El ARN al que se hace referencia en el presente documento puede ser ARN monocatenario, ARNc, ARN bicatenario, 
ARN bicatenario en el que una o ambas hebras se componen de dos o más fragmentos, ARN bicatenario en el que 
una o ambas hebras tienen un esqueleto fosfodiéster no interrumpido, ARN que contiene una o más porciones de 5 
cadena sencilla y una o más porciones de cadena doble, ARN bicatenario en el que las hebras del ARN son 
completamente complementarias, ARN bicatenario en el que las hebras de ARN son solo parcialmente 
complementarias, ARN covalentemente reticulado, ARN digerido con enzimas, ARN cizallado, ARNm, ARN 
sintetizado químicamente, ARN semi-sintético, ARN biosintético, ARN aislado naturalmente, ARN marcado, tal como 
ARN radiomarcado y ARN marcado con fluorocromo, ARN que contiene una o más especies de ácido nucleico que 10 
no ocurren naturalmente. 

Con “variantes” o “variantes de una secuencia” o “gen variante” se quiere decir una secuencia de ácido nucleico que 
varía de la secuencia referencia mediante sustituciones conservadoras de ácido nucleico, por lo cual uno o más 
ácidos nucleicos se sustituyen por otros con las mismas características.  Las variantes abarcan tanto las secuencias 
degeneradas, secuencias con deleciones e inserciones, siempre y cuando tales secuencias modificadas muestren la 15 
misma función (funcionalmente equivalente) como la secuencia referencia. 

Como se utiliza en el presente documento, los términos “polipéptido”, “péptido”, “proteína”, “polipeptídico” y 
“peptídico” se usan de forma intercambiable para designar una serie de residuos de aminoácido conectados al otro 
por enlaces peptídicos entre los grupos alfa-amino y carboxi de residuos adyacentes. 

El término “secuencia aislada y purificada del ácido nucleico” se refiere al estado en el cual la secuencia de ácido 20 
nucleico será, de acuerdo con la presente invención. La secuencia de ácido nucleico será libre o sustancialmente 
libre de material con el cual se asocia naturalmente, tal como otros ácidos nucleicos con los cuales se encuentran en 
su ambiente natural, o el ambiente en el cual se preparan (por ejemplo, cultivo celular) cuando dicha preparación es 
por tecnología recombinante realizada in vitro o in vivo. 

Los términos “transformación”, “transformado” o “introducción de un ácido nucleico en una célula huésped” indican 25 
cualquier procedimiento en el que un ácido nucleico extracelular como un vector, con o sin material de 
acompañamiento, entra a una célula huésped. El término “transformado celular” o “célula transformada” significa la 
célula o su progenie, en la cual el ácido nucleico extracelular ha sido introducido y de esta manera hospeda el ácido 
nucleico extracelular. El ácido nucleico puede ser introducido en la célula de tal manera que el ácido nucleico sea 
replicable, ya sea como un integrante cromosómico o como un elemento cromosómico adicional. La transformación 30 
de células huésped apropiadas con, por ejemplo, un vector de expresión se puede lograr por procedimientos bien 
conocidos tales como microinyección, electroporación, bombardeo de partículas o por procedimientos químicos tales 
como transformación mediada por fosfato de calcio, descritos en, por ejemplo, Maniatis y col. 1982, Molecular 
Cloning, A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory o en Ausubel y col. 1994, Current protocols in 
molecular biology, John Wiley and Sons. 35 

La “secuencia de ácido nucleico heteróloga” o “secuencia heteróloga de ácido nucleico a un huésped” significa una 
secuencia de ácido nucleico que codifica por ejemplo, un producto de expresión tal como un polipéptido que es 
extraño al huésped (“expresión heteróloga” o “producto heterólogo”) es decir, una secuencia de ácido nucleico, que 
se origina de un donante diferente del huésped o una secuencia de ácido nucleico sintetizada químicamente que 
codifica por ejemplo, un producto de expresión tal como un polipéptido que es extraño al huésped. En caso de que el 40 
huésped sea una especie procariota particular, la secuencia heteróloga del ácido nucleico preferentemente se 
origina a partir de un género o familia diferente, más preferido de un orden o clase diferente, en particular a partir de 
un filo diferente (división) y más particularmente a partir de un dominio diferente (imperio) de organismos. 

“Secuencia de ácido nucleico homóloga” o “secuencia de ácido nucleico homóloga a un huésped” significa una 
secuencia de ácido nucleico que codifica, por ejemplo, un producto de expresión, tal como un polipéptido que 45 
procede del huésped ("expresión homóloga” o “producto homólogo”), es decir una secuencia de ácido nucleico que 
se origina del huésped o una secuencia de ácido nucleico sintetizado químicamente que codifica, por ejemplo un 
producto de expresión tal como un polipéptido que procede del huésped. 

La secuencia heteróloga del ácido nucleico que se origina a partir de un donante diferente a partir del huésped se 
puede modificar, antes de que se introduzca en una célula huésped, mediante mutaciones, inserciones, deleciones o 50 
sustituciones de ácidos nucleicos sencillos o una parte de la secuencia heteróloga del ácido nucleico, siempre y 
cuando tales secuencias modificadas muestren la misma función (funcionalmente equivalente) como la secuencia 
referencia. Una secuencia heteróloga del ácido nucleico como se hace referencia en el presente documento abarca 
tanto las secuencias nucleicas que se originan de un dominio diferente (imperio) de organismos, tales como a partir 
de eucariotas (de origen eucariota), tales como, por ejemplo, anticuerpos humanos que han sido utilizado en 55 
bibliotecas de expresión en fago y de las cuales ácidos nucleicos sencillos como una parte de la secuencias del 
ácido nucleico que se han modificado de acuerdo con el “uso del codón” de un huésped. 

La “región de iniciación de la traducción” es una región señal que promueve el inicio de la traducción y que funciona 
como el sitio de unión al ribosoma tal como la secuencia Shine Dalgarno. 
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La “región de terminación de la transcripción” se refiere a una secuencia que causa que la ARN polimerasa termine 
la transcripción. La región de terminación de la transcripción, usualmente es parte de una unidad transcripcional y 
aumenta la estabilidad del ARNm. 

El vector de acuerdo con la invención es preferiblemente un plásmido autónomo o de auto-replicación, un cósmido, 
un fago, un virus o un retrovirus. Una amplia variedad de combinaciones huésped/vector se pueden emplear en la 5 
expresión de las secuencias de ácido nucleico de la presente invención. Los vectores de expresión útiles, por 
ejemplo, pueden consistir en segmentos de secuencias de ácido nucleico cromosómico, no-cromosómico y/o 
sintético. Los vectores apropiados incluyen vectores con rango de huésped específico tales como vectores 
específicos para, por ejemplo, E. coli, así como vectores con un amplio rango de huésped tal como vectores útiles 
para bacterias tanto gramnegativas como grampositivas. Se pueden usar plásmidos de “baja copia”, “media-copia” 10 
así como “alta copia”. 

Los vectores útiles para, por ejemplo, la expresión en E. coli son: pQE70, pQE60 y pQE-9 (QIAGEN,Inc. ); 
pBluescript Vektoren, Phagescript Vektoren, pNH8A,pNH16a,pNH 18A, pNH46A (Stratagene Cloning Systems, Inc.); 
ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 (Pharmacia Bio-tech, Inc. ); pLG338, pACYC184, pBR322, pUC18, 
pUC19, pKC30, pRep4, pACYC177, pACYC184, pRSF1010 y pBW22 (Wilms y col., 2001, Biotechnology y 15 
Bioengineering, 73 (2) 95-103) o derivados de estos. Otros plásmidos útiles son bien conocidos por alguien de 
habilidad en la técnica y se describen por ejemplo en “Cloning Vectors” (Eds. Pouwels P. H. y col. Elsevier, 
Amsterdam-New York-Oxford, 1985). 

Los vectores preferidos de la presente invención son plásmidos autónomos o de auto-replicación, son más 
preferidos los vectores con rango de huésped específico, por ejemplo tal como vectores específicos para E. coli. 20 
Más preferidos son pBR322, pUC18, pACYC177, pACYC184, pRSF1010 y pBW22 o derivados de estos de los 
mismos. 

En una realización preferida, la región del promotor rhaBAD del operón L-ramnosa, o una variante funcionalmente 
equivalente del mismo, es el promotor ajustable. La transcripción del promotor rhaBAD está extremadamente bien 
regulada y estrechamente controlada por la concentración de ramnosa del medio de cultivo. Ajustando la 25 
concentración de ramnosa del medio de cultivo  se puede controlar muy bien la actividad del promotor rhaBAD. El 
promotor rhaBAD también cubre una amplia gama de intensidades de la expresión. En una realización concreta, el 
promotor rhaBAD consiste en la secuencia 
gcccattttcctgtcagtaacgagaaggtcgcgaattcaggcgctttttagactggtcgtaatgaaattcag. 

O una secuencia complementaria de esta y las variantes de estas. Una variante del promotor útil en la invención es 30 
una capaz de realizar esencialmente las mismas funciones que el promotor original, en particular la transcripción 
directa a modo de una ARN polimerasa. En otra realización preferida, el promotor ajustable es el promotor araBAD o 
una variante funcionalmente equivalente del mismo. 

En otra realización preferida de la invención, el vector expresable en un huésped procariota comprende aparte de la 
región del promotor rhaBAD del operón L-ramnosa ligado operablemente a una unidad transcripcional, además las 35 
secuencias que codifican los activadores específicos de la L-ramnosa RhaS y RhaR, incluyendo sus respectivas 
secuencias del promotor nativo.  Tras la expresión de las proteínas RhaS y RhaR controlan la actividad del promotor 
rhaBAD 

Una “membrana biológica”, “biomembrana” o simplemente “membrana” es una capa antipática que encierra o separa 
y que actúa como barrera dentro o alrededor de una célula. Casi siempre, es una bicapa lipídica compuesta por una 40 
doble capa de moléculas de tipo lípido, específicamente fosfolípidos, con proteínas ocasionales entrecruzadas. 

Una “proteína transmembrana” o “proteína integral de membrana” es una proteína que atraviesa toda la membrana 
biológica. Las proteínas transmembrana se agregan y precipitan en agua. Requieren detergentes o disolventes no 
polares para extracción, aunque algunos de ellos (barriles beta) pueden también extraerse usando agentes 
desnaturalizantes. Existen dos tipos principales de proteínas transmembrana. a) Alfa-hélice. Estas proteínas están 45 
presentes en todos los tipos de membranas biológicas, incluidas las membranas externas. Esta es la principal 
categoría de proteínas transmembrana. b) Barriles beta. Estas proteínas solo se encuentran en las membranas 
externas de bacterias gramnegativas, la pared celular de las bacterias grampositivas y las membranas externas de 
mitocondrias y cloroplastos. 

Una “proteína de membrana interna” es una proteína que reside, al menos en parte, en la membrana interna de 50 
bacterias gramnegativas, tales como E. coli. Normalmente, una proteína de membrana interna integral es una alfa-
hélice. 

Una “proteína de membrana externa” es una proteína que reside, al menos en parte, en la membrana externa de 
bacterias gramnegativas, tales como E. coli. Normalmente, una proteína de membrana externa integral es un barril 
beta. 55 

Una “proteína secretada” o “proteína secretora” se refiere a una proteína que se transloca a través de al menos una 
biomembrana. 
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La lisozima del bacteriófago T7 (lisozima de T7) es una proteína bifuncional que corta enlaces amida en la pared 
celular bacteriana y se une e inhibe la transcripción por la ARN polimerasa de T7. (Moffatt y Studier (1987) Cell 49: 
221-7; Jeruzalmi y Steitz (1998) EMBO J 14: 4101-13; Cheng, y col. (1994) Proc Natl Acad Sci U S A 91:4034-8). 
Estas funciones no están separadas en dominios independientes y una molécula individual puede realizar 
únicamente una función a la vez (Jeruzalmi y Steitz (1998) EMBO J 14: 4101-13). La unión de la lisozima de T7 a la 5 
ARN polimerasa de T7 cierra la ARN polimerasa de T7 en un estado no procesador, de modo que se reduce el inicio 
de las cadenas de ADN de promotores de fago (Jeruzalmi and Steitz (1998) EMBO J 14: 4101-13). Hay mutantes de 
T7Lys que carecen de la actividad amidasa peri que todavía se pueden unir e inhibir la T7RNAP (Cheng, y col. 
(1994) Proc Natl Acad Sci U S A 91:4034-8). Ejemplos de mutantes deficientes en amidasa de la lisozima de T7 que 
conservan actividad inhibidora de ARN polimerasa de T7 son: Y46F, K128Q, K128W, K128Y, K128M, K1281 10 
(Cheng, y col. (1994) Proc Natl Acad Sci U S A 91:4034-8). En la presente invención se pueden usar “genes 
variantes de la lisozima de T7”, es decir formas silvestre y mutantes de la T7Lys que conservan actividad de 
inhibición de la ARN polimerasa de T7. El mutante K128Y de la lisozima de T7 también se denomina LysY. 

La ARN polimerasa de T7 es la ARN polimerasa codificada por el bacteriófago T7. También se pueden usar 
mutantes de la ARN polimerasa de T7 (Makarova, y col. (1995) Proc Natl Acad Sci U S A 92:12250-4). 15 

Los promotores de T7 son los promotores reconocidos por la ARN polimerasa de T7 (Chamberlin y col., (1970) 
Nature 228, 227-231; Oakley y Coleman (1977) PNAS 74, 4266-4270; Rosa (1979) Cell 16, 815-825; Panayotatos y 
Wells (1979) Nucl. Acids Res. 13, 2227-2240; Dunn y Studier (1983) J. Mol. Biol. 166, 477-535/175, 111-112). El 
promotor φ10 es, con mayor frecuencia, usado en los sistemas de expresión de T7 y normalmente se denominan 
“promotor de T7”. El operador lac se puede unir operablemente a un promotor de T7 (promotor de fusión T7/lac o 20 
T7lac), que ayuda a controlar la expresión basal en un sistema de expresión de T7 inducible bloqueando el promotor 
T7 diana con el represor lac (Dubendorff y Studier (1991) J Mol Biol 219:45-59). El promotor  T7lac normalmente se 
denomina también  “promotor de T7”. 

El sistema de T7 es el sistema más usado para producir proteínas recombinantes en Escherichia coli. Los genes 
diana se clonan en pET, u otros plásmidos del sistema T7 bajo el control de un promotor de T7; se induce la 25 
expresión proporcionando una fuente de ARN polimerasa de T7 en una célula huésped. 

La expresión “ARNm recombinante” se refiere al ARNm que codifica un polipéptido que se va a producir. 

La expresión “inductor” se refiere a una molécula pequeña que aumenta la transcripción de un operón. También se 
refiere a otras señales que pueden aumentar la transcripción de un operón, tal como la luz o la temperatura. 

El origen de replicación (también denominado origen de replicación) es una secuencia concreta de ADN en la cual 30 
se inicia la replicación del ADN. La replicación del ADN puede progresar a partir de este punto bidireccional o 
unidireccionalmente. 

Un “grupo de incompatibilidad (inc)” es un conjunto de plásmidos que interfieren en la replicación y/o reparto de cada 
uno y, por tanto, no se pueden mantener de forma estable juntos en el mismo cultivo. La expresión “número de 
copias de plásmido” se refiere al número medio de un plásmido concreto por célula. El número de copias de 35 
plásmido viene determinado por el origen de replicación. 

La expresión “proteína diana” se refiere a una proteína recombinante que se sobreexpresa. La secuencia de ácido 
nucleico que codifica la proteína recombinante está unida operablemente a un promotor de T7 o a un promotor de 
fusión T7/lac u otros derivados de este tipo. La proteína diana puede ser: a) una proteína heteróloga u homóloga, b) 
una proteína citoplásmica soluble, secretora soluble o de membrana. En concreto, la proteína diana es cualquier 40 
proteína con requisitos prostraduccionales complejos. Más específicamente, la proteína diana requiere a) dirigir a la 
membrana, inserción en la membrana o translocación a través de la membrana, o b) modificaciones 
postraduccionales, inserciones de grupos prostéticos o la formación de cromóforos. Más específicamente, la 
proteína diana es una proteína de membrana integral o una proteína secretora, una proteína modificada 
postraduccionalmente o una proteína que requiere la ayuda de chaperona(s) para su plegamiento. 45 

“Sobreexpresión” y "producción” se van a usar de forma sinónima. 

Un “marcador de resistencia a antibiótico” o “marcador de selección” es un fragmento de ADN que contiene un gen 
cuyo producto confiere resistencia a un antibiótico (p. ej., cloranfenicol, ampicilina, gentamicina, estreptomicina, 
tetraciclina, kanamicina, neomicina) o la capacidad para crecer en medios selectivos (p. ej., ura (uracilo), leu 
(leucina), trp (triptófano), his (histidina). Las cepas usadas son mutantes auxótrofos que no pueden formar las 50 
moléculas mencionadas anteriormente. El vector contiene el gen que puede convertir un auxótrofo en un no 
auxótrofo, es decir el vector (tras la transformación) permite que la célula crece en medio que carece de la(s) 
molécula(s) en el que no podía crecer antes de la transformación (Amberg y col. (2005) Methods in Yeast Genetics. 
Cold Spring Harbor Laboratory Press). Normalmente, los plásmidos que contienen un marcador de resistencia a 
antibiótico para forzar a la célula bacteriana a mantener el plásmido. 55 

Una realización de la presente invención se muestra esquemáticamente en la Figura 2. Las células huésped se 
transforman con un vector que comprende un promotor ajustable, ejemplificados por el promotor rhaBAD, unido 
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operablemente a la lisozima de T7. En estas células huésped, los niveles de lisozima de T7 están regulados por la 
adición de L-ramnosa al medio de cultivo de un modo estrechamente correlacionad, en los que las concentraciones 
crecientes de L-ramnosa conducen a niveles crecientes de lisozima de T7. La lisozima de inhibe la ARN polimerasa 
de T7 (T7RNAP) hasta un grado en función de la concentración de L-ramnosa. La T7RNAP transcribe una proteína 
recombinante diana unida operablemente a un promotor de T7 de, por ejemplo, un vector del sistema pET. Los 5 
niveles de ARNm de dicha proteína recombinante dependen de la actividad de T7RNAP y, por tanto, de la 
concentración de L-ramnosa en el medio de cultivo. Los niveles de ARNm reducidos permite que E. coli se enfrente 
con la tensión por sobreexpresión, que continúe creciendo y que no se vea afectada por la sobreexpresión y, por 
último, que de más proteína producida. El sistema de acuerdo con la invención permite la inhibición de la ARN 
polimerasa de T7 por la lisozima T7 de un modo ajustable de forma continua para encontrar las condiciones de 10 
expresión óptimas para cada proteína diana. 

La lisozima de T7 inhibe la ARN polimerasa de T7. La cantidad de lisozima de T7 respecto a la cantidad de ARN 
polimerasa de T7 determina el grado de inhibición. En un aspecto, la presente invención proporciona un vector 
expresable en un huésped, que comprende la región del  rhaBAD del operón de L-ramnosa unido operablemente a 
una secuencia de ácido nucleico que codifica la lisozima T7. Dicho vector tiene que mantenerse de forma estable en 15 
el huésped mediante la ayuda de, por ejemplo, un marcador de selección. 

Más específicamente, la lisozima de T7 se expresa en un plásmido. Dicho plásmido comprende un gen que codifica 
una lisozima de T7 unida operablemente al promotor ajustable, un marcador de resistencia a antibiótico y un origen 
de replicación que no está, preferentemente, en el mismo grupo de incompatibilidad que los plásmidos que 
contienen el origen de replicación ColEl. En una realización preferida, dicho promotor ajustable es en promotor 20 
rhaBAD, inducible por L-ramnosa, y dicho plásmido comprende, preferentemente, el operón rhaSR que codifica los 
dos activadores específicos de L-ramnosa RhaS y RhaR. En otra realización, el promotor ajustable es el promotor 
araBAD. Más específicamente, la lisozima de T7 se expresa, preferentemente, en los plásmidos pLEMO (SEC ID Nº 
1, también indicada como <400> 1), pTACO1-Lys (SEC ID Nº 2, también indicada como <400> 2), pTAC01-LysY 
(SEC ID Nº 3, también indicada como<400> 3), pTACO2-Lys (SEC ID Nº4, también indicada como <400> 4), 25 
pTACO3-Lys o pTACO3-LysY (SEC ID Nº5, también indicada como <400> 5). Dichos plásmidos tienen las 
secuencias proporcionadas más adelante. pTACO1 comprende un origen de replicación cloDF13 y un marcador de 
resistencia a espectinomicina; pTAC01-LysY comprende un origen de replicación cloDF13 y un marcador de 
resistencia a espectinomicina y codifica el mutante LysY; pTACO2 y pLEMO comprende un origen de replicación 
P15A y un marcador de resistencia a cloranfenicol y pTACO3 comprende un origen de replicación  repA derivado de 30 
pSC101  y un marcador de resistencia a espectinomicina. Dichos plásmidos pueden fabricarse mediante técnicas 
sintéticas o recombinantes, que, junto con las demás tecnologías moleculares, pueden realizarse como se describe 
en Maniatis y col. 1982, Molecular Cloning, A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory o en Ausubel y col. 
1994, Current protocols in molecular biology, John Wiley and Sons. 

Una proteína diana se tiene que expresar a partir de un vector de expresión. Dicho vector tiene que mantenerse de 35 
forma estable en el huésped mediante la ayuda de, por ejemplo, un marcador de selección. En particular, el proteína 
diana se tiene que expresar a partir de un sistema de plásmido de T7. 

Una célula huésped se tiene que transformar con un a) vector que comprende un gen que codifica la lisozima de T7 
unida operablemente a un promotor ajustable y b) un vector que comprende un gen que codifica una proteína diana 
unida operablemente a un promotor de T7, preferentemente la proteína diana está codificada en un plásmido del 40 
sistema T7. 

En una realización comercialmente ventajosa de la presente invención, la célula huésped puede venderse solo 
portando solo el vector que comprende un gen que codifica la lisozima de T7. El vector se construye de un modo 
que sea compatible con los vectores de expresión disponibles comercialmente, tal como vectores pET, diseñado 
para portar un gen que codifica una proteína diana (gen de interés) unido operablemente a un promotor de T7. Dicho 45 
vector disponible comercialmente, que tiene el gen que codifica una proteína diana específica, puede estar 
disponible o construirse en el sitio del cliente y transformarse en la célula huésped de la presente invención en dicho 
centro. 

El genoma de dicho huésped comprende un promotor unido operablemente a una secuencia de ácido nucleico que 
codifica una ARN polimerasa de T7. En particular, el genoma de dicho huésped comprende un promotor lac 50 
inducible por IPTG o uno de sus derivados, tales como el promotor mutante lacUV5 unido operablemente a una 
secuencia de ácido nucleico que codifica una ARN polimerasa de T7. En particular, el huésped es la cepa BL21 
(DE3) de Escherichia coli o cualquier otro huésped capaz de expresar la ARN polimerasa de T7.  

De acuerdo con la invención, otros promotores preferidos para inducir la lisozima de T7 incluyen el promotor 
araBAD, inducido por arabinosa, y tiene la secuencia 55 
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y el promotor rhaBAD, que es inducido por L-ramnosa, y tiene la secuencia 

 

Un huésped que comprende a) un vector que comprende un promotor ajustable unido operablemente a una 
secuencia de ácido nucleico que codifica la lisozima de T7, b) un promotor unido operablemente a una secuencia de 
ácido nucleico que codifica la ARN polimerasa de T7 y c) un promotor de T7 unido operablemente a una secuencia 5 
de ácido nucleico que codifica una proteína diana que normalmente crece en condiciones estándar con respecto a la 
temperatura en medio de cultivo estándar. 

Normalmente, las células huésped se cultivan en medio convencional, como se conoce en la técnica, tal como medio 
complejo como caldo de Luria o “medio de caldo nutriente para levaduras” o un medio que contiene glicerol, como 
han descrito Kortz y col., 1995, J. Biotechnol. 39, 59-65 o un medio con sales minerales, como han descrito Kulla y 10 
col., 1983, Arch. Microbiol, 135, 1. El medio podría modificarse según sea adecuado, por ejemplo añadiendo 
ingredientes adicionales, tales como tampones, sales, vitaminas o aminoácidos. También se pueden usar medios 
diferentes o combinaciones de medios durante el cultivo de las células. Preferentemente, el medio usado como 
medio básico no debería incluir L-ramnosa para conseguir una regulación estrecha de la región promotora de L-
ramnosa. 15 

Si el huésped es la cepa BL21 (DE3) de Escherichia coli, un cultivo durante la noche de dicho huésped se vuelve a 
diluir hasta una A600 de 0,01 a 0,05. El medio de cultivo se suplementa con un inductor que induce la expresión de la 
lisozima de T7 del promotor ajustable. En concreto, el medio de cultivo se suplementa con 10 µm de L-ramnosa 10 
mM para inducir la expresión de la lisozima de T7 del promotor rhaBAD. La concentración de L-ramnosa en el medio 
de cultivo determina la expresión de la lisozima de T7 que determina la inhibición de la ARN polimerasa de T7 y, por 20 
tanto, la expresión de dicha proteína diana y la concentración de ARNm recombinante en la célula huésped. 

Cuando el cultivo de dicho huésped es a una A600 de 0,4 a 0,5, la expresión de la proteína diana se induce por la 
adición del inductor al medio de cultivo, en concreto por la adición de IPTG 0,01 a 10,0 mM, más específicamente 
por la adición de IPTG 0,1-1 mM.  El inductor induce la expresión de ARN polimerasa de T7 que se une al promotor 
de T7 unido operablemente a las secuencias de ácido nucleico que codifica la proteína diana y transcribe la proteína 25 
diana. La actividad de la ARN polimerasa de T7 depende de la concentración de la lisozima de T7 en la célula 
huésped. La cantidad de ARNm transcrito depende de la actividad de la ARN polimerasa de T7. 

La expresión de la proteína diana se monitoriza tras la inducción de la expresión. La concentración del inductor, en 
particular L-ramnosa, que da la cantidad más elevada de proteína diana se escoge para la expresión de la proteína 
diana. Esto se puede monitorizar mediante, por ejemplo, SDS-PAGE combinada con tinción con azul de 30 
Coomassie/plata, transferencia Western o variantes de los mismos, como transferencia puntual 
((http://www.cshprotocols.org/). Si la proteína fluorescente verde (GFP) se condensa con la proteína 
sobreexpresada, también se puede usar fluorescencia de células enteras y en gel para monitorizar la expresión de la 
proteína diana. Cuando una proteína de membrana se condensa con la GFP, la GFP solo es fluorescente cuando la 
fusión se expresa en la membrana y no en los cuerpos de inclusión/agregados (Drew y col., Protein Sci. (2005) 8, 35 
2011-7; Drew y col., Nat. Methods (2006) 4, 303-13). 

La concentración de inductor para la inducción de la expresión de la lisozima de T7 se puede escoger de un modo 
tal que el índice de ARNm recombinante producido y, por tanto, el índice de proteína diana recombinante producida, 
sea óptimo para la biogénesis postraduccional de la proteína diana recombinante. Por ejemplo, con respecto a una 
proteína de membrana, sus efectos tóxicos de su sobreexpresión se pueden minimizar armonizando la traducción y 40 
la inserción en la membrana y, con respecto a una proteína que requiere la ayuda de una chaperona para el 
plegamiento adecuado, se puede establecer el índice de producción de la proteína diana recombinante para permitir 
que la(s) chaperona(s) mantengan la carga de trabajo del plegamiento (es decir, la capacidad de la chaperona es 
suficiente para ayudar al plegamiento de la proteína sobreexpresada). 

Como sistemas de cultivo celular, cultivos continuos o discontinuos, tales como cultivos por lotes o cultivos de 45 
alimentación por lotes, se pueden aplicar en tubos de cultivos, matraces de agitación o fermentadores bacterianos. 

Tras la expresión en la célula huésped, el producto expresado tal como el polipéptido de interés se puede recuperar 
del cultivo de células huésped. Con el fin de obtener un rendimiento máximo del producto expresado, las células 
normalmente se recogen al final del cultivo y se lisan, tal como lisado mediante tratamiento con lisozimas, 
ultrasonidos o prensa francesa. Por tanto, normalmente los polipéptidos se obtienen primero como lisado bruto de 50 
las células huésped. Después, se pueden purificar mediante procedimientos estándar de purificación de proteínas 
conocidos en la técnica, que pueden incluir precipitación diferencia, cromatografía de tamiz molecular, cromatografía 
de intercambio iónico, enfocado isoeléctrico, electroforesis en gel, afinidad y cromatografía de inmunoafinidad. En, 
por ejemplo, Ausubel y col., citado anteriormente y Wu y col. (eds.), Academic Press Inc., N. Y.; Immunochemical 
Methods In Cell And Molecular Biology se describen estos procedimientos bien conocidos y de práctica rutinaria. 55 
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Las Figuras 1A-E muestran los mapas de plásmidos que expresan lisozima de T7 o variantes de la misma a partir de 
un promotor inducible por L-ramnosa. Un pTACO1-Lys comprende un origen de replicación cloDF13 y un marcador 
de resistencia a espectinomicina; B, pTAC01-LysY comprende un origen de replicación cloDF13 y un marcador de 
resistencia a espectinomicina y codifica el mutante LysY; C, pTACO2-Lys comprende un origen de replicación P15A 
y un marcador de resistencia a cloranfenicol; D, pLEMO comprende un origen de replicación P15A y un marcador de 5 
resistencia a cloranfenicol y codifica el mutante LysY; y E) pTACO3-LysY comprende un origen de replicación repA 
derivado de pSC101  y un marcador de resistencia a espectinomicina y codifica el mutante LysY. Los plásmidos de 
las Figuras 1A-E también incluyen los dos activadores específicos de L-ramnosa RhaS y RhaR. 

Las secuencias de los plásmidos se proporcionan en el listado de secuencias al final de la descripción. 

La Figura 2 muestra un modelo del control de la actividad de la ARN polimerasa de T7 mediante titulación de la 10 
expresión de la lisozima de T7. La expresión de la lisozima de T7 está bajo el control del promotor rhaBAD y está 
inducida por la adición de L-ramnosa. En este caso se usa el mutante LysY de la lisozima de T7 con deficiencia de la 
actividad amidasa. 

La Figura 3 muestra los niveles de expresión de la lisozima de T7 en células Lemo21(DE3), cultivadas en presencia 
de concentraciones diferentes de L-ramnosa. La expresión de la lisozima de T7 se monitorizó mediante SDS-15 
PAGE/transferencia Western usando un anticuerpo contra la lisozima de T7. Por carril se cargaron cantidades 
iguales, basándose en las lecturas de la DO600, de material de células enteras. Los resultados muestran que el nivel 
de expresión de la lisozima de T7 aumenta con concentraciones crecientes de L-ramnosa en el medio de cultivo. 

La Figura 4 muestra los niveles de ARNm de la proteína recombinante YidC-GFP, expresada en células 
Lemo21(DE3) (BL21 (DE3) que alojan pLemo) cultivadas en presencia de concentraciones diferentes de L-ramnosa 20 
(en el presente documento, rha). La figura muestra un rendimiento decreciente de ARNm, que indica un índice de 
transcripción menor, con concentraciones crecientes de L-ramnosa. Esto indica además una mayor inhibición de la 
ARN polimerasa de T7 por los niveles crecientes de la lisozima de T7 alcanzados al aumentar los niveles de L-
ramnosa. 

La Figura 5 muestra A, crecimiento y B, expresión proteica de las células Lemo21(DE3), que expresan la proteína de 25 
membrana recombinante YidC-GFP y cultivadas en presencia de concentraciones diferentes de L-ramnosa. La 
expresión de YidC-GFP se monitorizó mediante fluorescencia con GFP de células enteras. Los resultados de la 
Figura A muestran un nivel creciente de crecimiento con niveles crecientes de L-ramnosa (es decir, niveles de 
lisozima de T7), que indican un índice menor de expresión de la proteína de membrana, debido a la inhibición de la 
ARN polimerasa de T7, tiene un efecto positivo sobre la viabilidad y el crecimiento de las células. Los resultados de 30 
la figura B indican un nivel creciente de expresión de la proteína de membrana e inserción en la membrana con 
niveles crecientes de L-ramnosa, es decir con niveles crecientes de lisozima de T7 y un índice decreciente de 
transcripción. 

La Figura 6 muestra la fracción de  células que no expresan YidC-GFP 4 horas y 18 horas, respectivamente, 
después de la inducción con IPTG, en presencia de concentraciones diferentes de L-ramnosa. Los resultados 35 
muestran que, de un modo más evidente tras 18 horas, la fracción de células negativas para YidC-GFP, disminuye 
con niveles crecientes de L-ramnosa (es decir, niveles de lisozima de T7), lo que indica que concentraciones 
crecientes de L-ramnosa impiden el sobrecrecimiento de células que no expresan en el cultivo. 

La Figura 7 muestra A, crecimiento y B, expresión proteica de las células Lemo21(DE3), que expresan la proteína 
recombinante YidC-GFP y cultivadas en presencia de concentraciones diferentes de L-ramnosa. Los resultados 40 
indican que, en comparación con las células control (que no expresan proteínas de membrana), la respiración de las 
células con actividad ARN polimerasa de T7 completa (ausencia de presencia de L-ramnosa y, por tanto, sin 
inhibición de la lisozima de T7) se ve afectada, mientras que la respiración de las células en presencia de una 
concentración óptimamente establecida de L-ramnosa (y, por tanto, actividad de ARN polimerasa de T7 óptima 
regulada por disminución) no se ve afectada. 45 

La Figura 8 muestra la agregación de proteínas en células Lemo21(DE3), que expresan la proteína recombinante 
YidC-GFP durante 4 horas en presencia de concentraciones diferentes de L-ramnosa. A, agregados proteicos se 
aislaron y analizaron mediante SDS-PAGE. Los geles se tiñeron con azul de Coomassie coloidal. B, cuantificación 
de la fracción de proteínas agregadas en Lemo21(DE3) tras sobreexpresión de YidC-GFP. Los resultados muestran 
niveles decrecientes de agregados proteicos citoplásmicos con niveles crecientes de L-ramnosa, que indican que la 50 
actividad regulada por disminución de ARN polimerasa de T7, mediante niveles crecientes de lisozima de T7, 
conduce a niveles decrecientes de agregación proteica. 

La Figura 9 muestra A, crecimiento y B, expresión proteica de la proteína recombinante YidC-GFP en un cultivo 
semicontinuo, en una comparación entre cepas diferentes (BL21 (DE3), BL21(DE3)pLysS and Lemo21(DE3)). Las 
cepas que sobreexpresan las fusiones YidC-GFP se retrodiluyeron a 1:10 cada 4 horas en medio con IPTG. Se 55 
cultivaron células Lemo21(DE3) en presencia de una concentración óptimamente establecida (1000 µM) de L-
ramnosa. El crecimiento y la expresión proteica se monitorizaron midiendo la A600 y la fluorescencia GFP, 
respectivamente. Los gráficos muestran valores acumulados. Los resultados muestran que Lemo21(DE3) que 
expresa YidC-GFP es completamente estable y funciona tan bien o mejor que las demás cepas. 
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La Figura 10 muestra una comparación de la expresión (fluorescencia GFP) de las proteínas de fusión de GFP en 
las diferentes cepas BL21 (DE3), BL21(DE3)pLysS y Lemo21(DE3). Las proteínas incluyen las proteínas de 
membrana de E. coli EnvZ GltP, PheP, PstA. RarD, UhpT, YfbF, YiaM, YidC, YijD, YqcE, YdaN; el transportador A 
de proteínas de membrana d Shewanella oneidensis (SOTA); el receptor de la neurotensina proteína de membrana 
de rata (NTR); las proteínas de membrana humanas tetraspanina TspA y TspB; y la proteína soluble eGFP. La 5 
concentración óptima de L-ramnosa se determinó y usó para cada proteína. Los niveles de expresión de eGFP se 
dividen por 50 para ajustarlos en el gráfico. La expresión de las proteínas de fusión de GFP y eGFP se monitorizó 
mediante fluorescencia con GFP de células enteras. La proteína sensora de osmolaridad de E. coli EnvZ y el 
transportador A de S. oneidensis (SOTA) solo se expresaron bien en in BL21 (DE3) y Lemo(DE3) sin nada de L-
ramnosa. En la mayoría de los casos, Lemo21 (DE3) funcionó mejor que BL21(DE3) and BL21(DE3)pLysS, lo que 10 
indica que Lemo21 (DE3) permite la sobreexpresión de proteínas de membrana usando solo una cepa y una simple 
titulación de L-ramnosa en lugar de una multitud de cepas. 

La Figura 11 muestra los niveles de expresión de la chaperona soluble que requiere luciferasa-HiS8, luciferasa 
marcada con una cola de His8 en el extremo C, en células Lemo21(DE3) cultivadas en presencia de 
concentraciones diferentes de L-ramnosa. La expresión de luciferasa-His8 se monitorizó mediante SDS-15 
PAGE/transferencia Western usando un anticuerpo contra las colas de His. Por carril se cargaron cantidades 
iguales, basándose en las lecturas de la DO600, de material de células enteras. En este caso, la concentración 
óptima para alcanzar los niveles de expresión más altos es 50 µM  de L-ramnosa. Los resultados muestran que el 
sistema de expresión de la presente invención es adecuado y permite la optimización de la sobreexpresión también 
de proteínas solubles que requieren chaperonas. 20 

La Figura 12 muestra A, niveles de expresión de la uracilo ADN glicosilasa de E. coli, una proteína citoplásmica 
soluble, de expresión en células Lemo21(DE3) cultivadas en presencia de concentraciones diferentes de L-ramnosa. 
Se cargaron cantidades iguales de células por carril de un gel de SDS-PAGE y el gel, tras la finalización de la 
carrera, se tiñó con azul de Coomassie, y B, expresión de uracil ADN glicosilasa de de E .coli en células 
Lemo21(DE3) cultivadas en presencia de L-ramnosa 0 µM, en comparación con la expresión de uracil ADN 25 
glicosilasa de de E .coli en BL21(DE3), BL21(DE) + pLysS, T7 Express, T7 Express + pLysY y T7 Express + 
pLysY/Iq de E. coli. Los resultados de la Figura 12A son otro ejemplo que muestra que el sistema de expresión de la 
presente invención es adecuado para proteínas solubles. La expresión es mejor en  Lemo21(DE3) en comparación 
con las otras cepas, aunque no se añadiera ramnosa. Es probable que el efecto se deba a la expresión de fondo de 
T7Lys.. 30 

Ejemplos 

Todos los experimentos se pueden realizar siguiendo la descripción y con referencia a los manuales estándar 
conocidos en el campo, tales como Maniatis y col.(Sambrook, J., Fritsch, E.F., and Maniatis, T., in Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, Vol. 1, 2, 3 (1989) or at 
http://www.cshprotocols.org/.) 35 

Materiales usados: La amplificación del ADN se realizó usando el sistema de PCR Expand Long Template PCR de 
Roche. La extracción del ADN de los geles de agarosa se realizó con Qiaex II de Qiagen. La purificación de 
productos de reacciones enzimáticas se realizó con el kit de purificación QIAquick PCR Purification Kit de Qiagen. 
Las enzimas de restricción procedían de Fermentas. La ligasa de T4 procedía de  Invitrogen. El kit para mutagénesis 
dirigida a sitio de Quickchange procedía de Stratagene. Los dNTP procedían de Fermentas. La secuenciación se 40 
realizó usando el kit de secuenciación en ciclos BigDye Terminator v1.1 de Applied biosystems. 

Construcción de vectores que contienen la lisozima de T7 o variantes de la misma bajo el control del promotor 
rhaBAD. 

Ejemplo 1 

Construcción de pTACO1 y pTACO2: Una porción de pRha109 (Giacalone, y col. (2006) Biotechniques 40: 355-64) 45 
que contiene los genes rhaS, rhaR, el promotor rhaBAD y el sitio de clonación múltiple se amplificó mediante PCR 
usando los cebadores ’pRha_Ehel_f, GCGCGCGGCGCCCGATAAGCTTAATTAATCTTTCTGCG’ y ’pRha_XmaJl_r, 
CGCGCGCCTAGGGCATATGAATACGCCCTTTCGGATG’. El producto de la PCR se pasó por un gel de agarosa al 
1 % y se purificó usando Qiaex II de Qiagen. El producto de la PCR purificado se digirió con Ehel y XmaJl y se ligó 
en la estructura de pACYC-DUET-1 y pCDF-DUET-1, respectivamente, (Novagene) (Tolia y Joshua-Tor (2006) Nat 50 
Methods 3:55-64) digeridos con Ehel y XmaJl. El sitio de restricción XbaI dentro del origen p15A de pACYC-DUET-1 
se eliminó mediante mutagénesis dirigida as tio Quickchange (TCTAGA a TCTAGG) siguiendo las instrucciones del 
fabricante (Stratagene). El plásmido resultante de la unión de dicho producto de PCR con pCDF-DUET-1 se 
denominó pTACO1, el plásmido resultante de la unión de dicho producto de PCR con pACYC-DUET-1 se denominó 
pTACO2. 55 

Ejemplo 2 

Construcción de pTACO1-Lys, pTACO1-LysY, pTACO2-Lys y pLEMO 
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pTAC01-Lys, pTAC01-LysY, pTACO2-Lys y pLemo se construyeron uniendo el producto amplificado por PCR de la 
lisozima de T7 o el mutante K128Y de la lisozima de T7 (Cheng, y col. (1994) Proc Natl Acad Sci U S A 91:4034-8) 
(LysY) en pTACO1 y pTACO2, respectivamente, se digirieron con SalI y BamHI. Los cebadores de PCR usados 
fueron ’T7Lys_SalI_f, GCGCGCGTCGACATGGCTCGTGTACAGTTTAA’ y ’T7Lys _BamHI_r, 
CGCGCGGGATCCTTATCCACGGTCAGAAGTGA’. 5 

Ejemplo 3 

Construcción de pTACO3-LysY 

Una porción de pCL1920 (Lerner e Inouye (1990) Nucleic Acids Res 18:4631) que contiene el gen aadA1 y el origen 
de replicación repA de pSC101 se amplificó mediante PCR usando los cebadores ’pCL1920_XmaJI_f, 
CGCGCGCCTAGGGACAGTAAGACGGGTAAGCC’ y ’pCL1920_HindIII_r, 10 
GCGCGCAAGCTTCTAACGCTTGAGTTAAGCCG’. El producto purificado por PCR se digirió y clonó en el fragmento 
de pTACO1-LysY digerido con HindIII y XmaJI que contenía los genes rhaS, rhaR, el promotor rhaBAD y el gen 
LysY. El plásmido resultante se denominó pTACO3-LysY. 

Las secuencias de nucleótidos de los plásmidos se confirmaron mediante secuenciación (BM Labbet AB, Furusund, 
Suecia). 15 

Ejemplo 4 

Construcción de células huésped portadoras de pLemo 

Como células huésped se usaron células BL21 (DE3) de E. coli. BL21 (DE3) es una cepa bien conocida y disponible 
comercialmente portadora de DE3, un profago λ que comprende el gen de la ARN polimerasa de T7 y laclq. El gen 
que codifica la ARN polimerasa de T7 está bajo el control del promotor lacUV5. Las células BL21 (DE3) químicas o 20 
electrocompetentes se transformaron con pLemo usando procedimientos estándar, lo que da como resultado 
Lemo21(DE3), es decir células BL21 (DE3) que alojan pLEMO. 

Ejemplo 5 

Expresión de proteína diana y titulación de la actividad de T7RNAP mediante expresión de la lisozima de T7: Las 
células de las cepas indicadas respectivamente se transformaron con un vector de expresión derivado de pET28(a+) 25 
que comprende el gen que codifica la proteína diana, bajo el control de un promotor de T7. Las proteínas diana de 
membrana se condensaron en el extremo C con GFP, mientras que las proteínas diana solubles luciferasa-HiS8 y 
uracilo ADN glicosilasa de E. coli no se condensaron a GFP. Las células se cultivaron aeróbicamente en caldo Luria-
Bertani estándar suplementado con canamizina (50 µg/ml) (y cloranfenicol (30 µg/ml) si la cepa de expresión 
contenía un plásmido derivado de pACYC). Los cultivos durante la noche se diluyeron a 1:50. El crecimiento se 30 
monitorizó midiendo la DO600 con un espectrofotómetro Shimadzu UV-1601. La expresión de la lisozima de T7 se 
indujo mediante la adición de L-ramnosa 10-4000 µM al medio de cultivo ya al inicio. La expresión de la lisozima de 
T7 se monitorizó mediante SDS-PAGE/transferencia Western. Para todos los experimentos, la expresión de la 
proteína diana se indujo mediante la adición de isopropil-β-D-tiogalactopiranósido (IPTG) 0,4 mM (concentración 
final) a una DO600 de 0,4-0,5 y las células se recogieron a varios puntos de tiempo tras la inducción para análisis 35 
posterior. La expresión de la proteína diana se monitorizó midiendo la fluorescencia de GFP como se ha descrito 
anteriormente (Drew, D., y col. (2005) Protein Sci 14:2011-7; Drew, D., y col. (2006) Nat Methods, 2006. 3:303-13). 
La florescencia de GFP es un buen indicador de la expresión de proteínas de membrana, ya que sólo en la 
membrana son fluorescentes las proteínas de membrana insertadas (Drew, D. E., y col. (2001) FEBS Letters 
507:220-4). El análisis de las células que sobreexpresan proteínas de fusión-GFP y células control por medio de 40 
citometría de flujo se realizó como se ha descrito anteriormente usando un instrumento FACSCalibur (BD 
Biosciences) (Wagner, y col. (2007) Mol Cell Proteomics 6:1527-50). Le expresión de la luciferasa-HiS8 y la uracilo 
ADN glicosilasa de E. coli se monitorizó usando SDS-PAGE/transferencia Western y SDS-PAGE/tinción con azul de 
Coomassie, respectivamente. 

LISTADO DE SECUENCIAS 45 

<110> Xbrane Bioscience AB 

<120> New vector 

<130> P8207SE00 

<160> 17 

<170> PatentIn versión 3.4 50 
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REIVINDICACIONES 

1. Una célula huésped capaz de expresar ARN polimerasa de T7 tras inducción, comprendiendo la célula huésped: 

un primer ácido nucleico que tiene un gen de la lisozima de T7 o un gen variante de la lisozima de T7 que codifica 
una variante de la lisozima de T7 que tiene la capacidad de inhibir la actividad de la ARN polimerasa de T7, bajo el 
control de un promotor, y 5 

un segundo ácido nucleico que tiene un promotor de T7 unido operablemente a una secuencia de ácido nucleico que 
codifica un polipéptido diana, 

que se caracteriza porque 

el gen de la lisozima de T7 o el gen variante de la lisozima de T7 está bajo el control de un promotor ajustable; 

el promotor ajustable tiene un efecto sobre el índice de transcripción del gen de la lisozima de T7 que depende de la 10 
concentración o intensidad de un inductor del promotor, de forma que el índice de transcripción del gen de la 
lisozima de T7 aumenta con la concentración o intensidad creciente del inductor y que la expresión de la lisozima de 
T7 se puede ajustar de forma continua mediante dicho promotor ajustable; 

y porque 

el promotor ajustable se selecciona de un modo tal que la expresión del polipéptido diana se puede ajustar mediante 15 
el control de la expresión del gen de la lisozima de T7 o el gen variante de la lisozima de T7 cuando se induce la 
expresión de la ARN polimerasa de T7. 

2. La célula huésped de la reivindicación 1, en la que dicho ácido nucleico comprende el promotor ajustable es un 
primer vector y dicho segundo ácido nucleico que comprende el promotor de T7 es un segundo vector y en el que el 
primero y el segundo vector son compatibles. 20 

3. La célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en la que dicho promotor ajustable es ajustable por 
ramnosa o arabinosa. 

4. La célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en la que dicho promotor ajustable es ajustable por 
luz. 

5. La célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en la que dicho promotor ajustable es ajustable por 25 
temperatura. 

6. La célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicho primer ácido nucleico comprende 
un marcador de selección. 

7. La célula huésped de la reivindicación 6, en la que el marcador de selección es un marcador de selección 
antibiótico. 30 

8. La célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que dicha variante de la lisozima de T7 es 
LysY. 

9. La célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que dicho primer ácido nucleico es al menos 
un 80 % idéntico a un ácido nucleico escogido del grupo que comprende la SEC ID Nº 1-5. 

10. La célula huésped de la reivindicación 9, en la que dicho primer ácido nucleico es idéntico a un ácido nucleico 35 
escogido del grupo que comprende la SEC ID Nº 1-5. 

11. Una célula huésped de las reivindicaciones 1 a 10, seleccionada del grupo de E. coli, Pseudomonas aeruginosa, 
Erwinia carotovora, Salmonella choleraesuis, Agrobacterium tumefaciens, Chromobacterium violaceum, Lactococcus 
lactis, Bacillus subtilis, Salmonella, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Kluyveromyces lactis, CHO, NS0, 
HEK293, HeLa, Sf9, tabaco, arroz y Leishmania tarentolae. 40 

12. Un procedimiento para producir un polipéptido diana, que comprende las etapas de: 

a) proporcionar una célula huésped de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11; 

b) inducir la expresión del polipéptido diana 

c) controlar la expresión del polipéptido diana ajustando dicho promotor ajustable y, por tanto, la expresión de dicha 
lisozima de T7;  45 

y opcionalmente 

d) aislar el polipéptido. 
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13. El procedimiento de la reivindicación 12, en el que la inducción de la expresión del polipéptido diana se realiza 
induciendo la expresión de la ARN polimerasa de T7 o una variante de la misma. 

14. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13, en el que el ajuste del promotor ajustable, o una 
variante del mismo, se consigue mediante cualquiera de: inducción ligera, ajuste de la temperatura, adición de un 
inductor químico, en concreto ramnosa o arabinosa. 5 

15. Un ácido nucleico que comprende un gen de la lisozima de T7 o un gen variante de la lisozima de T7 que 
codifica una variante de la lisozima de T7 que tiene la capacidad de inhibir la actividad de la ARN polimerasa de T7, 
bajo el control de un promotor,  

que se caracteriza porque 

el gen de la lisozima de T7 o el gen variante de la lisozima de T7 está bajo el control de un promotor rhaBAD 10 
ajustable y que el promotor ajustable tiene un efecto sobre el índice de transcripción del gen de la lisozima de T7 
que depende de la concentración de un inductor del promotor rhaBAD, de forma que el índice de transcripción del 
gen de la lisozima de T7 aumenta con la concentración creciente del inductor y que la expresión de la lisozima de T7 
se puede ajustar de forma continua mediante dicho promotor rhaBAD ajustable. 

16. Un ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 15, que es al menos un 80 % idéntico con un ácido nucleico 15 
escogido del grupo de las SEC ID Nº 1-5. 

17. Un ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 16 escogido del grupo de las SEC ID Nº  1-5. 

18. Uso del ácido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17 para controlar la expresión de un polipéptido 
diana mediante la lisozima de T7. 
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