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DESCRIPCIÓN

Etiquetas de solubilidad para la expresión y purificación de péptidos bioactivos

Campo de la invención

La invención se refiere al campo de la expresión y purificación de proteínas de células microbianas. Más 
específicamente, se proporciona una familia de etiquetas peptídicas pequeñas útiles en la generación de proteínas de 5
fusión insolubles.

Antecedentes de la invención

La producción eficaz de proteínas y péptidos bioactivos se ha convertido en una característica distintiva de la industria 
biomédica y bioquímica industrial.

Los péptidos y proteínas bioactivos se usan como agentes curativos en una variedad de enfermedades tales como 10
diabetes (insulina), infecciones virales y leucemia (interferón), enfermedades del sistema inmune (interleuquinas) y
deficiencias de células rojas (eritropoyetina) por nombrar algunas. Además, se necesitan grandes cantidades de 
proteínas y péptidos para varias aplicaciones industriales incluyendo, por ejemplo, las industrias de pulpa y papel y 
pulpa, industrias alimentarias, industrias del cuidado personal y cosméticas, refinado de azúcar, tratamiento de aguas 
residuales, producción de bebidas alcohólicas y como catalizadores para la generación de nuevos productos 15
farmacéuticos.

Con el advenimiento del descubrimiento e implementación de tecnologías de cribado de péptidos combinatorias tales 
como exposición en bacterias (Kemp, D.J.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78 (7): 4520-4524 (1981); exposición en levaduras 
(Chien et al., Poc. Natl. Acad, Sci. USA 88 (21): 9578-82 (1991), síntesis de péptidos en fase sólida combinatoria 
(Patente U.S. No. 5.449.754; Patente U.S. No. 5.480.971; Patente U.S. No. 5.585.275 y Patente U.S. No. 5.639.603), 20
tecnología de exposición en fagos (Patente U.S. No. 5.223.409; Patente U.S. No. 5.403.484; Patente U.S. No. 5.571.698; 
y Patente U.S. No. 5.837.500), exposición en ribosomas (Patente U.S. No. 5.643.768; Patente U.S. No. 5.658.754; y 
Patente U.S. No. 7.074.557) y tecnología de exposición en ARNm (PROFUSION™; Patente U.S. No. 6.258.558; Patente 
U.S. No. 6.518.018; Patente U.S. No. 6.281.344; Patente U.S. No. 6.214.553; Patente U.S. No. 6.261.804; Patente U.S. 
No. 6.207.446; Patente U.S. No. 6.846.655; Patente U.S. No. 6.312.927; Patente U.S. No. 6.602.685; Patente U.S. No. 25
6.416.950; Patente U.S. No. 6.429.300; Patente U.S. No. 7.078.197; y Patente U.S. No. 6.436.665) se han desarrollado 
nuevas aplicaciones para péptidos que tienen afinidades de unión específicas. En particular, se buscan péptidos como 
conectores en campos biomédicos para la unión de agentes de diagnóstico y farmacéuticos a superficies (véase 
Grinstaff et al, Publicación de Solicitud de Patente U.S. No. 2003/0185870 y Linter en Patente U.S. No. 6.620.419), así 
como en la industria del cuidado personal para la unión de agentes beneficiosos a superficies corporales tales como pelo 30
y piel (véase la Publ. Solic. Patente U.S. de propiedad común No. 2005/0050656, y Janssen et al. Publicación de 
Solicitud de Patente U.S. No. 2003/0152976) y en la industria de la impresión para la unión de pigmentos a medios de 
impresión (véase la Publ. Solic. Patente U.S. de propiedad común No. 2005/0054752).

En algunos casos, pueden generarse sintéticamente proteínas y péptidos comercialmente útiles o aislarse de fuentes 
naturales. Sin embargo, estos métodos frecuentemente son costosos, exigen mucho tiempo y se caracterizan por una 35
capacidad limitada de producción. El método preferido para la producción de proteínas y péptidos es mediante la 
fermentación de organismos construidos recombinantemente, preparados por ingeniería para sobreexpresar la proteína 
o péptido de interés. Aunque es preferible a la síntesis o aislamiento, la expresión recombinante de péptidos tiene varios 
obstáculos que hay que superar con el fin de que sea un medio rentable de producción. Por ejemplo, los péptidos (y en 
particular péptidos cortos) producidos en un entorno celular son susceptibles a la degradación por la acción de proteasas 40
celulares nativas. Además, la purificación puede ser difícil, lo que resulta en rendimientos bajos dependiendo de la 
naturaleza de la proteína o péptido de interés.

Un medio para mitigar las dificultades anteriores es el uso de quimeras genéticas para la expresión de proteínas y 
péptidos. Una proteína quimérica o "proteína de fusión" es un polipéptido que comprende al menos una parte del 
producto proteico deseado fusionada con al menos una parte que comprende una etiqueta peptídica. La etiqueta 45
peptídica puede usarse para ayudar en el plegamiento de la proteína, ayudar en la purificación posterior a la expresión, 
proteger a la proteína de la acción de enzimas degradantes y/o ayudar a la proteína a pasar a través de la membrana 
celular.

En muchos casos es útil expresar una proteína o péptido en forma insoluble, particularmente cuando el péptido de 
interés es bastante corto, normalmente soluble y/o susceptible a degradación proteolítica en la célula huésped. La 50
producción del péptido en forma insoluble facilita una recuperación sencilla a la vez que protege al péptido de la 
degradación proteolítica indeseable. Un medio para producir el péptido en forma insoluble es producir el péptido 
recombinantemente como parte de una proteína de fusión insoluble incluyendo en la construcción de fusión al menos 
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una etiqueta peptídica (es decir, una etiqueta de cuerpo de inclusión) que induce la formación de cuerpos de inclusión. 
Típicamente, la proteína de fusión se diseña para incluir al menos un conector peptídico escindible de manera que el 
péptido de interés puede recuperarse posteriormente de la proteína de fusión. La proteína de fusión puede diseñarse 
para incluir una pluralidad de etiquetas de cuerpo de inclusión, conectores peptídicos escindibles y regiones que 
codifican el péptido de interés.5

Las proteínas de fusión que comprenden una etiqueta peptídica que facilita la expresión de proteínas insolubles son muy 
conocidas en la técnica. Típicamente, la parte de etiqueta de a proteína quimérica o de fusión es grande, lo que 
incrementa la probabilidad de que la proteína de fusión sea insoluble. El ejemplo de etiquetas peptídicas grandes usadas 
típicamente incluyen, pero no está limitado a, cloranfenicol acetiltransferasa (Dykes et al., Eur. J. Biochem., 174: 411 
(1988), -galactosidasa (Schellenberger et al., Int. J. Peptide Protein Res., 41: 326 (1993); Shen et al., Proc. Natl. Acad. 10
Sci. USA 281: 4627 (1984); y Kempe et al., Gene, 39: 239 (1985), glutatión-S-transferasa (Ray et al., Bio/Technology, 11: 
64 (1993) y Hancock et al. (WO94/04688), el N terminal de L-ribuloquinasa (Patente U.S. 5.206.154 y Lai et al., 
Antimicrob. Agents & Chemo., 37: 1614 (1993), proteína gp55 del bacteriófago T4 (Gramm et al., Bio/Technology, 12: 
1017 (1994), proteína quetoesteroide isomerasa bacteriana (Kuliopulos et al., J. Am. Chem. Soc. 116: 4599 (1994), 
ubiquitina (Pilon et al., Biotechnol. Prog., 13: 374-79 (1997), proquimosina bacteriana (Haught et al., Biotechnol. 15
Bioengineer. 57: 55-61 (1998) y proteína bactericida/potenciadora de la permeabilidad ("BPI", Better, M.D. y Gavit, PD., 
Patente U.S. No. 6.242.219). La técnica está repleta de ejemplos específicos de esta tecnología, véase por ejemplo US 
6.613.548, que describe una proteína de fusión de una etiqueta proteínica y una proteína soluble y la purificación 
posterior del lisado celular; US 6.037.145, que enseña una etiqueta que protege a la proteína quimérica expresada de 
una proteasa específica; Patente U.S. No. 5.648.244, que enseña la síntesis de una proteína de fusión que tiene una 20
etiqueta y un conector escindible para una purificación fácil de la proteína deseada; y Patente U.S. No. 5.215.896; 
Patente U.S. No. 5.302.526; Patente U.S. No. 5.330.902; y Publicación de Solicitud de Patente U.S. No. 2005/221444, 
que describe etiquetas de fusión que contienen composiciones de aminoácidos diseñadas específicamente para 
incrementar la insolubilidad de la proteína o péptido quimérico.

Recientemente se han desarrollado etiquetas de cuerpo de inclusión más cortas a partir de la proteína zeína de Zea 25
mays (Publ. Solic. Patente U.S. en co-propiedad No. 2008/0096246), la cistatina de Daucus carota (Publ. Solic. Patente 
U.S. en co-propiedad No. 2008/0096245), y una proteína hipotética semejante a amiloide de Caenorhabditis elegans
(Publ. Solic. Patente U.S. en co-propiedad No. 2008/0206809). El uso de etiquetas de cuerpo de inclusión cortas 
incrementa el rendimiento del péptido diana producido en la célula huésped recombinante.

El problema a resolver es proporcionar etiquetas de solubilidad que sean eficaces para la preparación de proteínas de 30
fusión que comprenden un péptido de interés.

Resumen de la invención

El problema indicado se ha resuelto mediante el descubrimiento de un conjunto de etiquetas de cuerpo de inclusión (IBT) 
cortas estructuralmente similares útiles para sintetizar proteínas de fusión para la expresión incrementada y purificación 
sencilla de péptidos cortos ("péptidos de interés").35

La invención se refiere a un conjunto de etiquetas de cuerpo de inclusión peptídicas que pueden estar unidas a un 
péptido de interés que se van a expresar para facilitar la insolubilidad y recuperación posterior del péptido expresado.

De acuerdo con esto, la invención proporciona una etiqueta de cuerpo de inclusión que comprende la estructura:

Gln-Gln-Xaa1-Phe-Xaa2-Trp-Xaa3-Phe-Xaa4-Xaa5-Gln-Espaciador-[[Gln-Gln-Xaa1-Phe-Xaa2-Trp-Xaa3-Phe-Xaa4-
Xaa5-Gln]-[Espaciador]m]n40

en la que

Xaa1= Arg, His o Lys;

Xaa2= Gln, His o Lys;

Xaa3= Gln, His o Lys;

Xaa4= Glu o Gln;45

Xaa5= Gln o Lys;

n=1 a 10;

m= n-1; y
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en la que el Espaciador es un péptido que comprende aminoácidos seleccionados del grupo que consiste en prolina, 
arginina, glicina, ácido glutámico y cisteína.

En una realización adicional, las presentes etiquetas de cuerpo de inclusión comprenden al menos dos copias de la 
secuencia central (Gln-Gln-Xaa1-Phe-Xaa2-Trp-Xaa3-Phe-Xaa4-Xaa5-Gln; SEQ ID NO: 58) en la que Xaa1= Arg, His o 
Lys; Xaa2= Gln, His o Lys; Xaa3= Gln, His o Lys; Xaa4= Glu o Gln; y Xaa5= Gln o Lys; en la que la secuencia central 5
está separada por al menos un espaciador como se ha definido anteriormente.

En otra realización, la etiqueta de cuerpo de inclusión comprende además al menos un resto de tetracisteína 
entrecruzable (CCPGCC; SEQ ID NO: 33). En una realización adicional, el resto de cisteína entrecruzable está 
localizado en el extremo amino y/o carboxi de la etiqueta de cuerpo de inclusión definida anteriormente.

En otra realización, la etiqueta de cuerpo de inclusión se selecciona del grupo que consiste en IBT 103 (SEQ ID NO: 15), 10
IBT 138 (SEQ ID NO: 19), IBT 139 (SEQ ID NO: 21), IBT 139.CCPGCC (SEQ ID NO: 31), IBT 139(5C) (SEQ ID NO: 
265), IBT 182 (SEQ ID NO: 39), IBT 183 (SEQ ID NO: 41), IBT 184 (SEQ ID NO: 43), IBT 185 (SEQ ID NO: 45), IBT 186 
(SEQ ID NO: 27), IBT 187a (SEQ ID NO: 47) e IBT 187b (SEQ ID NO: 49).

En otra realización, se proporciona un péptido de fusión insoluble que comprende la presente etiqueta de cuerpo de 
inclusión (IBT) unida de manera operativa a un péptido de interés (POI) y separada por al menos una secuencia 15
conectora peptídica escindible (CS).

En otra realización, el péptido de interés se selecciona del grupo que consiste en péptidos de unión a pelo, péptidos de 
unión a uñas, péptidos de unión a piel, péptidos de unión a diente, péptidos de unión a polímero, péptidos de unión a 
arcilla, péptidos antimicrobianos, péptidos de unión a pigmento y péptidos de unión a celulosa.

En otra realización más, el péptido de interés es un péptido multi-bloque.20

En una realización adicional, la invención proporciona un método para expresar un péptido de interés en forma insoluble 
que comprende:

a) sintetizar una construcción genética que codifica un péptido de fusión que comprende una primera parte que codifica 
la etiqueta de cuerpo de inclusión de la invención unida de manera operativa a una segunda parte que codifica un 
péptido de interés;25

b) transformar una célula huésped de expresión con la construcción genética de (a);

c) crecer la célula huésped transformada de (b) en condiciones en las que la construcción genética se exprese y el 
péptido de fusión codificado se produzca en una forma insoluble; y

d) recuperar dicho péptido de fusión en dicha forma insoluble.

En otra realización, se proporciona un método para la producción de un péptido de interés que comprende:30

a) sintetizar una construcción genética que codifica un péptido de fusión que comprende una primera parte que 
comprende la presente etiqueta de cuerpo de inclusión unida de manera operativa a una segunda parte que comprende 
un péptido de interés; en la que dicha primera parte y dicha segunda parte están separadas por al menos un conector 
peptídico escindible;

b) transformar una célula huésped de expresión con la construcción genética de (a);35

c) crecer la célula huésped transformada de (b) en condiciones en las que la construcción genética se exprese y el 
péptido de fusión codificado se produzca en una forma insoluble;

d) recuperar el péptido de fusión en dicha forma insoluble;

e) escindir dicho al menos un conector peptídico escindible mediante lo cual dicha primera parte del péptido de fusión no 
está ya fusionada con dicha segunda parte; y40

f) recuperar dicho péptido de interés.

En otra realización, la invención proporciona una construcción genética quimérica que codifica una proteína de fusión 
que comprende al menos una de las presentes etiquetas de cuerpo de inclusión y al menos un péptido de interés.

En otra realización más, la invención proporciona vectores de expresión y células huésped microbianas que comprenden 
las presentes construcciones genéticas quiméricas.45
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Descripción breve de las figuras

La Figura 1 es un alineamiento CLUSTALW de varias de las presentes etiquetas de cuerpo de inclusión. Las regiones 
que representan la secuencia central están subrayadas.

La Figura 2 es un diagrama de del plásmido de expresión pLX121. La construcción de pLX121 se describe en la Publ. 
solic. Patente U.S. No. 2008/0206809.5

La Figura 3 es un diagrama del plásmido de expresión pSF032.

La Figura 4 es un diagrama del plásmido de expresión pLR186.

La Figura 5 es un diagrama del plásmido de expresión pSF043.

Descripción breve de las secuencias biológicas

Las secuencias siguientes cumplen con 37 C.F.R. 1.821-1.825 ("Requirements for Patent Applications Containing 10
Nucleotide Sequences and/or Amino Acid Sequence Disclosures - the Sequence Rules") y son consistentes con el 
Estándar ST.25 de la Organización Mundial de la Propiedad Intelectual (WIPO) (1998) y los requerimientos de listado de 
secuencias de EPC y PCT (Normas 5.2 y 49.5 (a-bis) y Sección 208 y Anejo C de las Instrucciones Administrativas). Los 
símbolos y formato usados para los datos de las secuencias de nucleótidos y aminoácidos cumplen con las normas 
mostradas en 37 C.F.R §1.822.15

La SEQ ID NO: 1 es la secuencia de nucleótidos del plásmido pLX121.

La SEQ ID NO: 2 es la secuencia de nucleótidos del plásmido pSF032.

La SEQ ID NO: 3 es la secuencia de aminoácidos del péptido de unión a pelo A09.

La SEQ ID NO: 4 es la secuencia de aminoácidos del péptido de unión a pelo KF11.

La SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoácidos del péptido de unión a pelo D21'.20

La SEQ ID NO: 6 es la secuencia de ácido nucleico que codifica HC77607.

La SEQ ID NO: 7 es la secuencia de aminoácidos de HC77607.

La SEQ ID NO: 8 es la secuencia de ácido nucleico que codifica HC77638.

La SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoácidos de HC77638.

La SEQ ID NO: 10 es la secuencia de ácido nucleico que codifica HC77643.25

La SEQ ID NO: 11 es la secuencia de aminoácidos de HC77643.

La SEQ ID NO: 12 es la secuencia de ácido nucleico que codifica HC77681.

La SEQ ID NO: 13 es la secuencia de aminoácidos de HC77681.

La SEQ ID NO: 14 es la secuencia de ácido nucleico que codifica IBT 103.

La SEQ ID NO: 15 es la secuencia de aminoácidos de IBT 103.30

La SEQ ID NO: 16 es la secuencia de ácido nucleico que codifica IBT 136.

La SEQ ID NO: 17 es la secuencia de aminoácidos de IBT 136 y el péptido P11-II descrito en Aggeli et al. (PNAS 98(21): 
11857-11862 (2001).

La SEQ ID NO: 18 es la secuencia de ácido nucleico que codifica IBT 138.

La SEQ ID NO: 19 es la secuencia de aminoácidos de IBT 138.35

La SEQ ID NO: 20 es la secuencia de ácido nucleico que codifica IBT 139.

La SEQ ID NO: 21 es la secuencia de aminoácidos de IBT 139.
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La SEQ ID NO: 22 es la secuencia de ácido nucleico que codifica HC776124.

La SEQ ID NO: 23 es la secuencia de aminoácidos de HC776124.

La SEQ ID NO: 24 es la secuencia de ácido nucleico que codifica el péptido de fusión IBT 139.HC776124.

La SEQ ID NO: 25 es la secuencia de aminoácidos de IBT 139.HC776124.

La SEQ ID NO: 26 es la secuencia de ácido nucleico que codifica IBT 186.5

La SEQ ID NO: 27 es la secuencia de aminoácidos de IBT 186.

La SEQ ID NO: 28 es la secuencia de ácido nucleico que codifica el péptido de fusión IBT 186.HC776124.

La SEQ ID NO: 29 es la secuencia de aminoácidos de IBT 186.HC776124.

La SEQ ID NO: 30 es la secuencia de ácido nucleico que codifica IBT 139.CCPGCC.

La SEQ ID NO: 31 es la secuencia de aminoácidos de IBT 139.CCPGCC.10

La SEQ ID NO: 32 es la secuencia de ácido nucleico que codifica el resto de cisteína entrecruzable CCPGCC.

La SEQ ID NO: 33 es la secuencia de aminoácidos del resto de cisteína entrecruzable CCPGCC.

Las SEQ ID NOs: 34-35 son las secuencias de ácido nucleico de los oligonucleótidos usados para preparar IBT 
139.CCPGCC.

La SEQ ID NO: 36 es la secuencia de ácido nucleico del péptido de fusión IBT 139.CCPGCC.HC776124.15

La SEQ ID NO: 37 es la secuencia de aminoácidos del péptido de fusión IBT 139.CCPGCC.HC776124.

La SEQ ID NO: 38 es la secuencia de ácido nucleico que codifica IBT 182.

La SEQ ID NO: 39 es la secuencia de aminoácidos de IBT 182.

La SEQ ID NO: 40 es la secuencia de ácido nucleico que codifica IBT 183.

La SEQ ID NO: 41 es la secuencia de aminoácidos de IBT 183.20

La SEQ ID NO: 42 es la secuencia de ácido nucleico que codifica IBT 184.

La SEQ ID NO: 43 es la secuencia de aminoácidos de IBT 184.

La SEQ ID NO: 44 es la secuencia de ácido nucleico que codifica IBT 185.

La SEQ ID NO: 45 es la secuencia de aminoácidos de IBT 185.

La SEQ ID NO: 46 es la secuencia de ácido nucleico que codifica IBT 187a.25

La SEQ ID NO: 47 es la secuencia de aminoácidos de IBT 187a.

La SEQ ID NO: 48 es la secuencia de ácido nucleico que codifica IBT 187b.

La SEQ ID NO: 49 es la secuencia de aminoácidos de IBT 187b.

La SEQ ID NO: 50 es la secuencia de ácido nucleico del plásmido pSF043.

La SEQ ID NO: 51 es la secuencia de ácido nucleico del plásmido pLR186.30

La SEQ ID NO: 52 es la secuencia de ácido nucleico del KSI(C4).

La SEQ ID NO: 53 es la secuencia de aminoácidos de KSI(C4).

La SEQ ID NO: 54 es la secuencia de ácido nucleico que codifica el péptido de fusión KSI (C4)-HC7643.

La SEQ ID NO: 55 es la secuencia de aminoácidos del péptido de fusión KSI (C4)-HC77643.
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Las SEQ ID NOs: 56-57 son las secuencias de aminoácidos de espaciadores usados en las presentes etiquetas de 
cuerpo de inclusión.

La SEQ ID NO: 58 es la secuencia de aminoácidos de la secuencia central encontrada en las presentes etiquetas de 
cuerpo de inclusión.

Las SEQ ID NOs: 59-147 son las secuencias de aminoácidos de péptidos de unión a pelo.5

Las SEQ ID NOs: 148-155 son las secuencias de aminoácidos de péptidos de unión a la piel.

Las SEQ ID NOs: 156-157 son las secuencias de aminoácidos de péptidos de unión a uñas.

Las SEQ ID NOs: 158-186 son las secuencias de aminoácidos de péptidos antimicrobianos.

Las SEQ ID NOs: 187-211 son las secuencias de aminoácidos de péptidos de unión a pigmento. Específicamente, SEQ 
ID NOs: 187-190 se unen a negro carbón, SEQ ID NOs: 191-199 se unen a CROMOPHTAL amarillo (Ciba Specialty 10
Chemicals, Basilea, Suiza), SEQ ID NOs: 200-202 se unen a SUNFAST magenta (Sun Chemical Corp., Parsippany, 
NJ) y SEQ ID NOs: 203-211 se unen a SUNFAST azul.

Las SEQ ID NOs: 212-217 son péptidos de unión a celulosa.

Las SEQ ID NOs: 218-244 son las secuencias de aminoácidos de péptidos de unión a polímeros. Específicamente, SEQ 
ID NO: 218 se une a poli(etilen tereftalato), SEQ ID NOs: 219-229 se unen a poli(metil metacrilato), SEQ ID NOs: 230-15
235 se unen a Nilón y SEQ ID NOs: 236-244 se unen a poli(tetrafluoroetileno).

Las SEQ ID NOs: 245-260 son las secuencias de aminoácidos de péptidos de unión a arcilla.

La SEQ ID NO: 261 es la secuencia de aminoácidos de la secuencia de escisión de Caspasa-3.

La SEQ ID NO: 262 es la secuencia de aminoácidos de la etiqueta de cuerpo de inclusión preferida de la invención que 
comprende un espaciador.20

La SEQ ID NO: 263 es la secuencia de ácido nucleico del plásmido pLR435.

La SEQ ID NO: 264 es la secuencia de ácido nucleico que codifica la etiqueta de cuerpo de inclusión IBT 139(5C).

La SEQ ID NO: 265 es la secuencia de aminoácidos de la etiqueta de cuerpo de inclusión IBT 139(5C).

La SEQ ID NO: 266 es la secuencia de ácido nucleico que codifica el péptido de fusión IBT 139(5C).HC776124.

La SEQ ID NO: 267 es la secuencia de aminoácidos del péptido de fusión IBT 139(5C).HC776124.25

Las SEQ ID NOs: 268-307 son las secuencias de aminoácidos de péptidos de unión a dientes (Solicitud de Patente U.S. 
No. 11/877.692).

Descripción detallada de la invención

La presente invención describe un conjunto de etiquetas peptídicas (etiquetas de cuerpo de inclusión) que pueden 
acoplarse con un péptido de interés para formar un péptido de fusión. El péptido de fusión, así ensamblado, se expresa 30
en forma insoluble y se acumula en cuerpos de inclusión en la célula huésped que lo expresa. Los cuerpos de inclusión 
se recuperan y se escinden posteriormente para separar el péptido de interés de la etiqueta de cuerpo de inclusión. En 
una realización preferida, la proteína de fusión comprende al menos un conector peptídico escindible que separa la 
etiqueta de cuerpo de inclusión del péptido de interés. En otra realización preferida, el conector peptídico escindible 
comprende al menos un resto ácido aspártico-prolina escindible con ácido.35

En una realización preferida adicional, la etiqueta de cuerpo de inclusión comprende un número eficaz de residuos de 
cisteína entrecruzables útiles durante el procesamiento posterior para separar la etiqueta de cuerpo de inclusión del 
péptido de interés. En una realización preferida adicional más, la etiqueta de cuerpo de inclusión comprende al menos un 
resto de cisteína entrecruzable CCPGCC (SEQ ID NO: 33) en el extremo amino y/o carboxi de la IBT.

La invención es útil para la expresión y recuperación de cualquier péptido y proteína bioactivo que se expresa 40
recombinantemente. Dichas proteínas tienen típicamente un alto valor en varias aplicaciones incluyendo, pero no 
limitado a, aplicaciones médicas, biomédicas, de diagnóstico, de cuidado personal y de afinidad en las que los péptidos 
de interés se usan como conectores a varias superficies.
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Las definiciones siguientes se usan en la presente memoria y debe hacerse referencia a ellas para la interpretación de 
las reivindicaciones y la especificación.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "que comprende" significa la presencia de las características, 
números enteros, etapas o componentes indicados según se refiere en las reivindicaciones, pero esto no descarta la 
presencia o adición de una o más características, números enteros, etapas, componentes o grupos de éstos.5

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "aproximadamente" se refiere a modificar la cantidad de un 
ingrediente o reactante de la invención o empleado se refiere a la variación en la cantidad numérica que puede ocurrir, 
por ejemplo, mediante los procedimientos típicos de medición y manejo de líquidos usados para preparar concentrados o 
disoluciones usadas en la mundo real; mediante error inadvertido en estos procedimientos; mediante diferencias en la 
fabricación, fuente o pureza de los ingredientes empleados para preparar las composiciones o llevar a cabo los métodos; 10
y semejantes. El término "aproximadamente" también engloba cantidades que son diferentes debido a diferentes 
condiciones de equilibrio para una composición que resulta de una mezcla inicial particular.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "molécula de ácido nucleico aislada" es un polímero de ARN o 
ADN que es mono o bicatenario, que contiene opcionalmente bases nucleotídicas sintéticas, no naturales o alteradas. 
Una molécula de ácido nucleico aislada en la forma de un polímero de ADN puede estar comprendida por uno o más 15
segmentos de ADNc, ADN genómico o ADN sintético.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "pigmento" se refiere a un colorante insoluble, orgánico o 
inorgánico.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "pelo" como se usa en la presente memoria se refiere a pelo 
humano, cejas y pestañas.20

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "piel" como se usa en la presente memoria se refiere a piel 
humana o sustitutos para la piel humana, tal como piel de cerdo, VITRO-SKIN y EPIDERM™. La piel, tal y como se 
usa en la presente memoria, se referirá a una superficie corporal que comprende generalmente una capa de células 
epiteliales y puede comprender además una capa de células endoteliales.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "uñas" como se usa en la presente memoria se refiere a uñas 25
humanas de los dedos de las manos y dedos de los pies.

Tal y como se usa en la presente memoria, "TBP" significa péptido de unión a diente. Un péptido de unión a diente es un 
péptido que se une con alta afinidad a una superficie dental de mamífero o humana. Tal y como se usa en la presente 
memoria, el término "péptido de unión a diente" se referirá a un péptido que se une al esmalte dental o película dental. 
En una realización, los péptidos de unión a diente tienen una longitud de aproximadamente 7 aminoácidos hasta 30
aproximadamente 50 aminoácidos, más preferiblemente una longitud de aproximadamente 7 aminoácidos hasta 
aproximadamente 25 aminoácidos, lo más preferiblemente una longitud de aproximadamente 7 aminoácidos hasta 
aproximadamente 20 aminoácidos. En una realización preferida, los péptidos de unión a diente son péptidos generados 
combinatoriamente.

Los ejemplos de péptidos de unión a diente se han descrito en Publ. Solic. U.S. en tramitación con la presente y en co-35
propiedad No. 2008/0280810. En una realización preferida, el péptido de unión a diente se selecciona del grupo que 
consiste en SEQ ID NOs: 268-307.

El término "superficie dental" se referirá a una superficie comprendida por esmalte dental (expuesto típicamente después 
de limpieza o pulido profesional) o película dental (una superficie adquirida que comprende glicoproteínas salivares). 
Puede recubrirse hidroxiapatito con glicoproteínas salivares para mimetizar una superficie de película dental natural (el 40
esmalte dental está comprendido principalmente por hidroxiapatito).

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "película" y "película dental" se referirán a la película delgada 
(que varía típicamente de aproximadamente 1 m a aproximadamente 200 m de espesor) derivada de glicoproteínas 
salivares que se forma sobre la superficie de la corona dental. El cepillado de dientes diario tiende a eliminar sólo una 
parte de la superficie de la película mientras que la limpieza de dientes abrasiva y/o el pulido (típicamente por un 45
odontólogo profesional) expondrá más de la superficie del esmalte dental.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "esmalte" y "esmalte dental " se referirán al tejido altamente 
mineralizado que forma la capa externa del diente. La capa de esmalte está compuesta principalmente por fosfato de 
calcio cristalino (es decir, hidroxiapatito; Ca5(PO4)3OH) junto con agua y algún material orgánico. En una realización, la 
superficie de los dientes se selecciona el grupo que consiste en esmalte dental y película dental.50
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Tal y como se usa en la presente memoria, "PBP" significa péptido de unión a polímeros. Tal y como se usa en la 
presente memoria, el término "péptido de unión a polímeros" se refiere a secuencias peptídicas que se unen con alta 
afinidad a un polímero específico (Publ. Solic. Patente U.S. No. 2008/0206809).

Los ejemplos incluyen péptidos que se unen a poli(etilen tereftalato) (SEQ ID NO: 218), poli(metil metacrilato) (SEQ ID 
NOs: 219-229), Nilón (SEQ ID NOs: 230-235) y poli(tetrafluoroetileno) (SEQ ID NOs: 236-244).5

Tal y como se usa en la presente memoria, "HBP" significa péptido de unión a pelo. Tal y como se usa en la presente 
memoria, el término "péptido de unión a pelo" se refiere a secuencias peptídicas que se unen con alta afinidad al pelo. El 
péptido de unión a pelo puede estar comprendido por un único dominio de unión a pelo o múltiples dominios de unión en 
los que al menos uno de los dominios de unión se une al pelo (es decir, péptidos multi-bloque). Se han publicado 
ejemplos de péptidos de unión a pelo (Publ. Solic. Patente U.S. No. 2005/0226839 de Huang et al.; WO 0179479; 10
Publicación de Solicitud de Patente U.S. No. 2002/0098524 de Murray et al.; Janssen et al., Publicación de Solicitud de 
Patente U.S. No. 2003/0152976 de Janssen et al.; WO 2004048399; Publ. Solic. U.S. No. 2007/0067924 y Publ. Solic. 
Patente U.S. No. 2007/0249805. Los ejemplos de péptidos de unión a pelo se proporcionan como SEQ ID NOs: 3-5, 7, 9, 
11, 13, 23 y 59-147.

Tal y como se usa en la presente memoria, "SBP" significa péptido de unión a piel. Tal y como se usa en la presente 15
memoria, el término "péptido de unión a piel" se refiere a secuencias peptídicas que se unen con alta afinidad a la piel. 
También se han publicado ejemplos de péptidos de unión a piel (Publ. Solic. Patente U.S. No. 2007/0274931 de 
Buseman-Williams; Rothe et al., WO 2004/000257; y Publ. Solic. Patente U.S. No. 2007/0249805). Piel tal y como se usa 
en la presente memoria como una superficie corporal comprenderá generalmente una capa de células epiteliales y 
puede comprender además una capa de células endoteliales. Los ejemplos de péptidos de unión a piel se proporcionan 20
como SEQ ID NOs: 148-155.

Tal y como se usa en la presente memoria, "NBP" significa péptido de unión a uñas. Tal y como se usa en la presente 
memoria, el término "péptido de unión a uñas" se refiere a secuencias peptídicas que se unen con alta afinidad a la uña. 
Se han publicado ejemplos de péptidos de unión a uñas (Publ. Solic. Patente U.S. No. 2007/0249805). Los ejemplos de 
péptidos de unión a uñas se proporcionan como SEQ ID NOs: 156-157.25

Tal y como se usa en la presente memoria, un "péptido antimicrobiano" es un péptido que tiene la capacidad de matar 
poblaciones de células microbianas (Publ. Solic. Patente U.S. No. 2008/0206809).

Los ejemplos de péptidos antimicrobianos se proporcionan como SEQ ID NOs: 158-186.

Tal y como se usa en la presente memoria, "péptido de unión a celulosa" se refiere a un péptido que se une con alta 
afinidad a la celulosa. Los ejemplos de péptidos de unión a celulosa se proporcionan como SEQ ID NOs: 212 a 217.30

Tal y como se usa en la presente memoria, "péptido de unión a arcilla" se refiere a un péptido que se une con alta 
afinidad a la arcilla (Publ. Solic. Patente U.S. No. 2007/0249805). Los ejemplos de péptidos de unión a arcilla se 
proporcionan como SEQ ID NOs: 245 a 260.

Tal y como se usa en la presente memoria, "péptidos multi-bloque" se refiere a un péptido que comprende la menos dos 
restos de unión. Cada resto de unión tiene una afinidad para un sustrato diana (por ejemplo, pelo, piel, un pigmento, etc). 35
Los restos de unión pueden tener una afinidad para el mismo sustrato o sustratos diferentes (por ejemplo, un resto de 
unión a pelo fusionado con un resto de unión a pigmento para la administración dirigida de un pigmento al pelo o un 
péptido que tiene una pluralidad de restos de unión al pelo).

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "etiqueta de cuerpo de inclusión" se abreviará como "IBT" y se 
referirá a un polipéptido que facilita la formación de cuerpos de inclusión cuando se fusiona con un péptido de interés. El 40
péptido de interés es típicamente soluble en la célula huésped y/o lisado de la célula huésped cuando no está fusionado 
con una etiqueta de cuerpo de inclusión. La fusión del péptido de interés con la etiqueta de cuerpo de inclusión produce 
una proteína de fusión que se aglomera en cuerpos intracelulares (cuerpos de inclusión) en la célula huésped.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "espaciador" se referirá a un péptido en las presentes etiquetas de 
cuerpo de inclusión usado para separar las secuencias centrales (SEQ ID NO: 58). En una realización, el espaciador 45
tiene una longitud de 2-10 aminoácidos, preferiblemente una longitud de 3 a 6 aminoácidos y lo más preferiblemente una 
longitud de 3 a 4 aminoácidos y está comprendido por aminoácidos seleccionados del grupo que consiste en prolina, 
glicina, cisteína, arginina y ácido glutámico. En una realización, el espaciador se selecciona del grupo que consiste en 
Pro-Arg-Gly, Pro-Cys-Gly, Pro-Arg-Cys-Gly (SEQ ID NO: 56), Pro-Glu-Gly y Pro-Glu-Cys-Gly (SEQ ID NO: 57).

Tal y como se usan en la presente memoria, "elementos conectores escindibles", "conectores peptídicos", "conectores 50
peptídicos escindibles" y "sitio de escisión" se usarán indistintamente y se refieren a segmentos peptídicos escindibles 
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localizados entre la etiqueta de cuerpo de inclusión y el péptido de interés. Después de que los cuerpos de inclusión se 
separen y/o purifiquen parcialmente o se purifiquen del lisado celular, los elementos conectores escindibles pueden 
escindirse químicamente y/o enzimáticamente para separar la etiqueta de cuerpo de inclusión del péptido de interés. El 
péptido de fusión también puede incluir una pluralidad de regiones que codifican uno o más péptidos de interés 
separadas por uno o más conectores peptídicos escindibles. El péptido de interés puede aislarse entonces de la etiqueta 5
de cuerpo de inclusión, si es necesario. En una realización, la(s) etiqueta(s) de cuerpo de inclusión y el péptido de 
interés presentan diferentes solubilidades en un medio definido (típicamente un medio acuoso), lo que facilita la 
separación de la etiqueta de cuerpo de inclusión del polipéptido de interés. En una realización preferida, la etiqueta de 
cuerpo de inclusión es insoluble en una disolución acuosa mientras que la proteína/polipéptido de interés es soluble de 
manera apreciable en una disolución acuosa. El pH, temperatura y/o fuerza iónica de la disolución acuosa puede 10
ajustarse para facilitar la recuperación del péptido de interés. En una realización preferida, la solubilidad diferencial entre 
la etiqueta de cuerpo de inclusión y el péptido de interés ocurre en una disolución acuosa que tiene un pH de 5 a 10 y 
una temperatura que varía de 15

0
C a 50

0
C. El conector peptídico escindible puede tener una longitud de 1 a 

aproximadamente 50 aminoácidos, preferiblemente de 1 a aproximadamente 20 aminoácidos. Un ejemplo de un 
conector peptídico escindible enzimáticamente se proporciona por SEQ ID NO: 261 (secuencia de escisión de Caspasa-15
3). En una realización preferida, el sitio de escisión es un resto de dipéptido ácido aspártico-prolina (D-P) escindible por 
ácido. Los conectores peptídicos escindibles pueden incorporarse en las proteínas de fusión usando cualquier número 
de técnicas muy conocidas en la técnica. En una realización adicional, la presente etiqueta de cuerpo de inclusión 
comprende un número eficaz de residuos de cisteína entrecruzables mediante lo cual puede usarse entrecruzamiento 
oxidativo para precipitar selectivamente la IBT una vez escindida del POI.20

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "número eficaz de residuos de cisteína" y "número eficaz de 
residuos de cisteína entrecruzables" se usan para describir el número de residuos de cisteína requeridos para obtener 
entrecruzamiento oxidativo cuando las IBT se someten a condiciones oxidantes. Un experto en la técnica reconocerá 
que el uso de entrecruzamiento oxidativo para precipitar selectivamente la IBT del POI (después de la escisión del 
péptido de fusión) requerirá un POI desprovisto de residuos de cisteína. Está dentro de la capacidad de un experto en la 25
técnica variar el número y/o localización de los residuos de cisteína en el péptido de fusión para llevar a la práctica el 
presente proceso. En una realización, el número eficaz de residuos de cisteína es al menos 3, preferiblemente al menos 
4. En otra realización, el número eficaz de residuos de cisteína es 3 a 20, preferiblemente 3 a 10, más preferiblemente 4 
a aproximadamente 6 y lo más preferiblemente 4 ó 5 residuos de cisteína entrecruzables.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "entrecruzamiento", "entrecruzamiento oxidativo" y 30
"entrecruzamiento de cisteínas" se refiere al proceso de entrecruzar los grupos tiol de los residuos de cisteína (es decir, 
formando puentes disulfuro intermoleculares e intramoleculares) en condiciones oxidantes. Por definición, la formación 
de puentes disulfuro intermoleculares ocurre entre dos o más moléculas (es decir, una "pluralidad") que comprenden un 
número eficaz de residuos de cisteína entrecruzables. Tal y como se usa en la presente memoria, una "pluralidad" de 
moléculas se referirá alternativamente en la presente memoria como una "población" de moléculas. Con el fin de 35
estimular el entrecruzamiento intermolecular, un número eficaz (es decir, al menos 3) de residuos de cisteína 
entrecruzables se incorpora en la etiqueta de cuerpo de inclusión con la condición de que la parte que comprende el POI 
carece de residuos de cisteína entrecruzables. En una realización preferida, los residuos de cisteína entrecruzables se 
preparan por ingeniería en la etiqueta de cuerpo de inclusión de manera que el péptido de interés (que no contiene un 
residuo de cisteína entrecruzable) se aísla como un péptido soluble de las etiquetas de cuerpo de inclusión insolubles, 40
entrecruzadas.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "condiciones oxidantes" se refiere a condiciones de reacción que 
favorecen y estimulan la formación de puentes disulfuro entre residuos de cisteína. La formación de puentes disulfuro 
puede inducirse por cualquier número de medios muy conocidos en la técnica incluyendo, pero no limitado a, poner en 
contacto los residuos de cisteína entrecruzables con un gas que comprende oxígeno (es decir, oxígeno diatómico y/o 45
triatómico) y/o añadir oxidantes químicos. Se prefiere el uso de gas que comprende oxígeno molecular. En una 
realización adicional, se hace burbujear y/o se introduce por presión un gas que comprende oxígeno diatómico y/o 
triatómico a través de la disolución acuosa de reacción durante un periodo de tiempo para conseguir entrecruzamiento 
oxidativo eficaz. La etapa de entrecruzamiento oxidativo puede incluir opcionalmente el acto de mezclar y/o agitar la 
mezcla acuosa de reacción para resultados óptimos. Los ejemplos de oxidantes químicos son muy conocidos en la 50
técnica y pueden incluir, pero no están limitados a, compuestos peróxido, hipoclorito, halógenos y sales permanganato; 
por nombrar algunos.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "condiciones reductoras" se refiere a condiciones de reacción que 
favorecen y estimulan la reducción de puentes disulfuro entre residuos de cisteína (es decir, rompe el puente disulfuro 
usado para el entrecruzamiento). Los puentes disulfuro pueden reducirse por cualquier número de medios muy 55
conocidos tales como el uso de purga de nitrógeno y/o un agente reductor químico tal como Na2SO3, DTT (ditiotreitol), 
TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina), 2-mercaptoetanol, 2-mercaptoetilamina, y mezclas de éstos. Generalmente, los agentes 
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reductores incluyen aquellos que contienen grupos tiol, aquellos que son fosfinas y sus derivados así como sulfitos y 
tiosulfitos.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "unido de manera operativa" se refiere a la asociación de 
secuencias de ácido nucleico en un único fragmento de ácido nucleico de manera que la función de uno se ve afectada 
por el otro. Por ejemplo, un promotor está unido de manera operativa a una secuencia codificadora cuando es capaz de 5
influir en la expresión de esa secuencia codificadora (es decir, que la secuencia codificadora está bajo el control 
transcripcional del promotor). En una realización adicional, la definición de "unido de manera operativa" también puede 
extenderse para describir los productos de genes quiméricos, tales como péptidos de fusión. Como tal, "unido de manera 
operativa" también se referirá a la unión de una etiqueta de cuerpo de inclusión a un péptido de interés que se quiere 
producir y recuperar. La etiqueta de cuerpo de inclusión está "unida de manera operativa" al péptido de interés si 10
después de la expresión, la proteína de fusión es insoluble y se acumula como cuerpos de inclusión en la célula huésped 
que la expresa.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "proteína de fusión", "péptido de fusión", "proteína quimérica" y 
"péptido quimérico" se usarán indistintamente y se referirán a un polímero de aminoácidos (péptido, oligopéptido, 
polipéptido o proteína) que comprende al menos dos partes, comprendiendo cada parte una función distinta. Al menos 15
una primera parte del péptido de fusión comprende al menos una de las presentes etiquetas de cuerpo de inclusión. Al 
menos una segunda parte del péptido de fusión comprende al menos un péptido de interés.

Los medios para preparar los presentes péptidos (etiquetas de cuerpo de inclusión, conectores peptídicos escindibles, 
péptidos de interés, péptidos espaciadores y péptidos de fusión) son muy conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, 
Stewart et al., Solid Phase Peptide Synthesis, Pierce Chemical Co., Rockford, IL, 1984; Bodanszky, Principles of Peptide 20
Synthesis, Springer Verlag, Nueva York, 1984; y Pennington et al., Peptide Synthesis Protocols, Humana Press, Totowa, 
NJ, 1994). Los distintos componentes de los péptidos de fusión (etiqueta de cuerpo de inclusión, péptido de interés y la 
secuencia conectora/de escisión escindible) descritos en la presente memoria pueden combinarse usando agentes de 
acoplamiento carbodiimida (véase, por ejemplo, Hermanson, Greg T., Bioconjugate Techniques, Academic Press, Nueva 
York (1996)), cloruros de diácido, diisocianatos y otros reactivos de acoplamiento bifuncionales que son reactivos frente 25
a grupos amino y/o ácido carboxílico terminales en los péptidos. Sin embargo, la síntesis química está frecuentemente 
limitada a péptidos con una longitud de menos de aproximadamente 50 aminoácidos debido a coste y/o impurezas. En 
una realización preferida, las moléculas biológicas (IBT, POI, péptidos de fusión, etc) descritas en la presente memoria 
se preparan usando técnicas estándar de ADN recombinante y de clonación molecular.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "polipéptido" y "péptido" se usarán indistintamente para 30
referirse a un polímero de dos o más aminoácidos unidos entre sí por un enlace peptídico, en el que el péptido tiene una 
longitud no especificada, así, los péptidos, oligopéptidos, polipéptidos y proteínas están incluidos en la presente 
definición. En un aspecto, este término también incluye modificaciones posteriores a la expresión del polipéptido, por 
ejemplo, glicosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones y semejantes. En la definición están incluidos, por ejemplo, 
péptidos que contienen uno o más análogos de un aminoácido o aminoácidos marcados y peptidomiméticos. En una 35
realización preferida, las presentes IBT están comprendidas por L-aminoácidos.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "proteína de interés", "polipéptido de interés", "péptido de 
interés", "proteína diana", "polipéptido diana", "péptido diana", "proteína expresable" y "polipéptido expresable" se usarán 
indistintamente y se refieren a una proteína, polipéptido o péptido que es bioactivo y puede expresarse por la maquinaria 
genética de una célula huésped.40

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "bioactivo" o "actividad del péptido de interés" se refiere a la 
actividad o característica asociada con el péptido y/o proteína de interés. Los péptidos bioactivos pueden usarse en una 
variedad de aplicaciones incluyendo, pero no limitado a, agentes curativos para enfermedades (por ejemplo, insulina, 
interferón, interleuquinas, péptidos anti-angiogénicos (Patente U.S. 6.815.426) y polipéptidos que se unen a dianas 
celulares definidas (con la condición de que el péptido de interés no sea un anticuerpo o el fragmento Fab de un 45
anticuerpo) tales como receptores, canales, lípidos, proteínas citosólicas y proteínas de membrana, por nombrar 
algunos), péptidos que tienen actividad antimicrobiana, péptidos que tienen una afinidad para un material particular (por 
ejemplo, polipéptidos de unión a pelo, polipéptidos de unión a la piel, polipéptidos de unión a uñas, polipéptidos de unión 
a celulosa, polipéptidos de unión a polímeros, polipéptidos de unión a arcilla, polipéptidos de unión a sílice, polipéptidos 
de unión a nanotubos de carbono y péptidos que tienen una afinidad para tejidos particulares de animales o plantas) 50
para la administración dirigida de agentes beneficiosos. El péptido de interés típicamente no tiene más de 300 
aminoácidos de longitud, preferiblemente menos de 200 aminoácidos de longitud, y lo más preferiblemente menos de 
100 aminoácidos de longitud. En una realización preferida, el péptido de interés es un péptido seleccionado de una 
biblioteca generada de manera combinatoria en la que el péptido se selecciona tomando como base una afinidad 
específica para un sustrato diana.55
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Tal y como se usa en la presente memoria, el "agente beneficioso" se refiere a una molécula que confiere una 
funcionalidad deseada a un complejo que implica el péptido de interés para una aplicación definida. El agente 
beneficioso puede ser el péptido de interés en sí mismo o puede ser una o más moléculas unidas a (covalentemente o 
no covalentemente) o asociadas con el péptido de interés, en el que la afinidad de unión del polipéptido diana se usa 
para dirigir selectivamente el agente beneficioso al material diana. En otra realización, el polipéptido diana comprende al 5
menos una región que tiene una afinidad para al menos un material diana (por ejemplo, moléculas biológicas, polímeros, 
pelo, piel, uña, arcillas, otros péptidos, etc.) y al menos una región que tienen una afinidad para el agente beneficioso 
(por ejemplo, agentes farmacéuticos, pigmentos, acondicionadores, colorantes, fragancias, etc.). En otra realización, el 
péptido de interés comprende una pluralidad de regiones que tienen una afinidad para el material diana y una pluralidad 
de regiones que tienen una afinidad para el agente beneficioso. En otra realización más, el péptido de interés comprende 10
al menos una región que tiene una afinidad para un material diana y una pluralidad de regiones que tienen una afinidad 
para una variedad de agentes beneficiosos en el que los agentes beneficiosos pueden ser el mismo o diferentes. Los 
ejemplos de agentes beneficiosos pueden incluir, pero no están limitados a, acondicionadores para productos de cuidado 
personal, pigmentos, colorantes, fragancias, agentes farmacéuticos (por ejemplo, administración dirigida de agentes de 
tratamiento del cáncer), agentes de diagnóstico/marcaje, agentes bloqueantes de la luz ultravioleta (es decir, agentes 15
activos en protectores con pantalla solar) y agentes antimicrobianos (por ejemplo, péptidos antimicrobianos), por 
nombrar algunos.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "cuerpo de inclusión" es un depósito intracelular amorfo que comprende 
proteína agregada que se encuentra en el citoplasma de una célula. Los péptidos de interés que son típicamente 
solubles en la célula huésped y/o lisados celulares pueden fusionarse con una o más de las presentes etiquetas de 20
cuerpo de inclusión para facilitar la formación de una proteína de fusión insoluble. En una realización alternativa, el 
péptido de interés puede ser parcialmente insoluble en la célula huésped pero producirse a niveles relativamente bajos 
cuando no se produce la formación significativa de cuerpos de inclusión. Como tal, la formación de cuerpos de inclusión 
incrementará la producción de péptidos. En una realización adicional, la fusión del péptido de interés con una o más 
etiquetas de cuerpo de inclusión (IBT) incrementa la cantidad de proteína producida en la célula huésped. La formación 25
del cuerpo de inclusión facilita la purificación sencilla y eficaz del péptido de fusión del lisado celular usando técnicas 
muy conocidas en la técnica tales como centrifugación y filtración. En otra realización, la etiqueta de cuerpo de inclusión 
comprende un número eficaz de residuos de cisteína entrecruzables útiles para separar la IBT del péptido de interés 
(después de la escisión en una mezcla de fragmentos peptídicos) con la condición de que el péptido de interés carece de 
residuos de cisteína. La proteína de fusión incluye típicamente uno o más conectores peptídicos escindibles usados para 30
separar la proteína/polipéptido de interés de la(s) etiqueta(s) de cuerpo de inclusión. El conector peptídico escindible se 
diseña de manera que la(s) etiqueta(s) de cuerpo de inclusión y la(s) proteína/polipéptido(s) de interés puedan separarse 
fácilmente escindiendo el elemento conector. El conector peptídico puede escindirse químicamente (por ejemplo, 
hidrólisis ácida) o enzimáticamente (es decir, el uso de una proteasa/peptidasa que reconoce preferiblemente un sitio y/o 
secuencia de escisión de aminoácidos en el conector peptídico escindible).35

"Degeneración de codones" se refiere a la naturaleza del código genético que permite la variación de la secuencia de 
nucleótidos sin afectar la secuencia de aminoácidos de un polipéptido codificado. De acuerdo con esto, la presente 
invención se refiere a cualquier fragmento de ácido nucleico que codifica las presentes secuencias de aminoácidos. El 
experto en la técnica es muy consciente del "sesgo de codones" presentado por una célula huésped específica en el uso 
de codones de nucleótidos para especificar un aminoácido dado. Por lo tanto, cuando se sintetiza un gen para expresión 40
mejorada en una célula huésped, es deseable diseñar el gen de manera que su frecuencia de uso de codones se 
aproxime a la frecuencia de uso de codones preferido de la célula huésped.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "solubilidad" se refiere a la cantidad de una sustancia que puede 
disolverse en una unidad de volumen de un líquido en condiciones especificadas. En la presente solicitud, el término 
"solubilidad" se usa para describir la capacidad de un péptido (etiqueta de cuerpo de inclusión, péptido de interés o 45
péptidos de fusión) de ser resuspendido en un volumen de disolvente, tal como un tampón biológico. En una realización, 
los péptidos diana para la producción ("péptidos de interés") son solubles normalmente en la célula y/o lisado celular en 
condiciones fisiológicas normales. La fusión de una o más etiquetas de cuerpo de inclusión (IBT) con el péptido diana 
resulta en la formación de un péptido de fusión que es insoluble en condiciones fisiológicas normales, lo que resulta en la 
formación de cuerpos de inclusión. En una realización, el péptido de interés es insoluble en una matriz acuosa que tiene 50
un intervalo de pH de 5-12, preferiblemente 6-10; y un intervalo de temperatura de 5

0
C a 50

0
C, preferiblemente 10

0
C a 

40
0
C.

El término "aminoácido se refiere a la unidad estructural química básica de una proteína o polipéptido. Las abreviaturas 
siguientes se usan en la presente memoria para identificar aminoácidos específicos:

55
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Aminoácido Abreviatura de Tres Letras Abreviatura de Una Letra

Alanina Ala A

Arginina Arg R

Asparagina Asn N

Ácido aspártico Asp D

Cisteína Cys C

Glutamina Gln Q

Ácido glutámico Glu E

Glicina Gly G

Histidina His H

Isoleucina Ile I

Leucina Leu L

Lisina Lys K

Metionina Met M

Fenilalanina Phe F

Prolina Pro P

Serina Ser S

Treonina Thr T

Triptófano Trp W

Tirosina Tyr Y

Valina Val V

Cualquier aminoácido 
natural

Xaa X

(o como se define en la presente memoria)

"Gen" se refiere a un fragmento de ácido nucleico que expresa una proteína específica, incluyendo secuencias 
reguladoras que preceden a (secuencia no codificadoras en 5') y están después de (secuencias no codificadoras en 3') 
la secuencia codificadora. "Gen nativo" se refiere a un gen como se encuentra en la naturaleza con sus propias 
secuencias reguladoras. "Gen quimérico" se refiere a cualquier gen que no es un gen nativo, que comprende secuencias 5
reguladoras y codificadoras (incluyendo regiones codificadoras preparadas por ingeniería para codificar péptidos de 
fusión) que no se encuentran conjuntamente en la naturaleza. De acuerdo con esto, un gen quimérico puede 
comprender secuencias reguladoras y secuencias codificadoras que derivan de diferentes fuentes, o secuencias 
reguladoras y secuencias codificadoras que derivan de la misma fuente pero organizadas de una manera diferente de la 
encontrada en la naturaleza. Un gen "extraño" se refiere a un gen que normalmente no se encuentra en el organismo 10
huésped, pero que se introduce en el organismo huésped por transferencia génica. Los genes extraños pueden 
comprender genes nativos insertados en un organismo no nativo, o genes quiméricos.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "secuencia codificadora" se refiere a una secuencia de ADN que 
codifica una secuencia de aminoácidos específica. "Secuencias reguladoras adecuadas" se refiere a secuencias de 
nucleótidos localizadas aguas arriba (secuencias no codificadoras en 5'), en, o aguas abajo (secuencias no codificadoras 15
en 3') de una secuencia codificadora y que influyen en la transcripción, procesamiento o estabilidad del ARN o 
traducción de la secuencia codificadora asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir promotores, potenciadores, 
sitos de unión a ribosomas, secuencias líder de la traducción, intrones, secuencias de reconocimiento de poliadenilación, 
sitio de procesamiento de ARN, sitios de unión de efectores y estructuras en horquilla. Un experto en la técnica reconoce 
que la selección de secuencias reguladoras adecuadas dependerá de la célula huésped y/o del sistema de expresión 20
usado.
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Tal y como se usa en la presente memoria, el término "construcción genética" se refiere a una serie de ácidos nucleicos 
contiguos útiles para modular el genotipo o fenotipo de un organismo. Los ejemplos no limitativos de construcciones 
genéticas incluyen pero no están limitados a una molécula de ácido nucleico y marco de lectura abierto, un gen, un 
plásmido y semejantes.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "rango de expresión" significa el rendimiento relativo de proteína 5
de fusión insoluble estimado visualmente y puntuado en una escala relativa de 0 (sin péptido de fusión insoluble) a 3 
(rendimiento máximo de péptido de fusión insoluble). Un experto en la técnica puede usar cualquier número de medios 
para evaluar la formación de cuerpos de inclusión con una célula huésped recombinante. Como se describe en los 
presentes ejemplos, el rendimiento relativo del péptido de fusión insoluble se estimó visualmente a partir de geles de 
poliacrilamida teñidos. Cualquier IBT capaz de generar un rango de expresión por encima de cero (es decir, 1, 2, ó 3) se 10
considera una etiqueta de solubilidad eficaz. A la inversa, las etiquetas de solubilidad eficaces también pueden 
identificarse usando una evaluación cualitativa (es decir, cuerpos de inclusión observados).

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "célula huésped" se refiere a una célula que se ha transformado o 
transfectado, o que es capaz de transformación o transfección, con una secuencia polinucleotídica exógena.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "plásmido", "vector" y "casete" se refieren a un elemento 15
extracromosómico que frecuentemente porta genes que no son parte del metabolismo central de la célula y 
habitualmente en la forma de moléculas de ADN bicatenarias circulares. Dichos elementos pueden ser secuencias con 
replicación autónoma, secuencias que se integran en el genoma, secuencias de fago o nucleótido, lineales o circulares 
de un ADN o ARN mono o bicatenario, derivadas de cualquier fuente, en las que un número de secuencias de 
nucleótidos se han unido o recombinado en una construcción única que es capaz de introducir un fragmento de promotor 20
y secuencia de ADN para un producto génico seleccionado junto con secuencia no traducida en 3' apropiada en una 
célula. "Casete de transformación" se refiere a un vector específico que contiene un gen extraño y que tiene elementos 
además del gen extraño que facilita la transformación de una célula huésped particular. "Casete de expresión" se refiere 
a un vector específico que contiene un gen extraño y que tiene elementos además del gen extraño que permiten una 
expresión aumentada de ese gen en un huésped extraño.25

Las técnicas estándar de ADN recombinante y clonación molecular usadas en la presente memoria son muy conocidas 
en la técnica y se describen por Sambrook, J. y Russell, D., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Tercera Edición, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (2001); y por Silhavy, T.J., Bennan, M.L. y Enquist, L.W., 
Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory Cold Press Spring Harbor, NY (1984); y por Ausubel, 
F.M. et al., Short Protocols in Molecular Biology, 5ª Ed. Current Protocols y John Wiley and Sons, Inc., N.Y., 2002.30

Etiquetas de cuerpo de inclusión

Las proteínas semejantes a amiloide tienen a tener morfologías fibrilares amiloides y las proteínas agregadas presentan 
frecuentemente una arquitectura de lámina  en cintas. Se ha descrito un péptido sintético de 11 aminoácidos (es decir, 
péptido "PII-2"; también conocido como péptido "DN1") capaz de autoensamblarse en láminas  en cintas, cintas en 
flecha, fibrillas y fibras en agua (Aggeli et al., J. Amer. Chem. Soc., 125: 9619-9628 (2003); Aggeli et al., PNAS, 98 (21): 35
11857-11862 (2001); Aggeli et al., Nature, 386: 259-262 (1997); y Aggeli et al., J. Mater Chem, 7 (7): 1135-1145 (1997).

El péptido P11-2 (idéntico a IBT-136; SEQ ID NO: 17) se seleccionó como el material de partida para la preparación de 
una familia de etiquetas de cuerpo de inclusión estructuralmente relacionadas que comprende al menos dos copias de la 
secuencia central Gln-Gln-Xaa1-Phe-Xaa2-Trp-Xaa3-Phe-Xaa4-Xaa5-Gln (SEQ ID NO: 58) en la que Xaa1= Arg, His o 
Lys; Xaa2= Gln, His o Lys; Xaa3= Gln, His o Lys; Xaa4= Glu o Gln; y Xaa5= Gln o Lys (véase la parte en negrita de la 40
Fórmula 1, más adelante).

Se preparó y se evaluó una serie de análogos de IBT-136. Se adoptaron varias estrategias incluyendo variar el número 
de copias, alterar la carga de la etiqueta, alterar la composición de los elementos espaciadores que separan las 
secuencias centrales y alterar el número de residuos/restos de cisteína entrecruzables. Se insertó una secuencia 
espaciadora corta entre las secuencias centrales. En una realización, el "espaciador" de Fórmula 1 es un péptido con 45
una longitud de 2 a 10 aminoácidos, preferiblemente una longitud de 3 a 6 aminoácidos y lo más preferiblemente una 
longitud de 3 a 4 aminoácidos y está comprendido por aminoácidos seleccionados del grupo que consiste en prolina, 
glicina, cisteína, arginina y ácido glutámico. En una realización más, las secuencias "espaciadoras" se seleccionan del 
grupo que consiste en Pro-Arg-Gly, Pro-Cys-Gly, Pro-Arg-Cys-Gly (SEQ ID NO: 56), Pro-Glu-Gly, y Pro-Glu-Cys-Gly 
(SEQ ID NO: 57).50

La estructura de las presentes etiquetas de cuerpo de inclusión se define por la Fórmula 1 (se usan abreviaturas de 3 
letras de los distintos aminoácidos a no ser que se indique otra cosa).
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Fórmula 1. Gln-Gln-Xaa1-Phe-Xaa2-Trp-Xaa3-Phe-Xaa4-Xaa5-Gln-Espaciador-[[Gln-Gln-Xaa1-Phe-Xaa2-Trp-Xaa3-
Phe-Xaa4-Xaa5-Gln]-[Espaciador]m]n (SEQ ID NO: 262)

en la que

Xaa1= Arg, His o Lys;

Xaa2= Gln, His o Lys;5

Xaa3= Gln, His o Lys;

Xaa4= Glu o Gln;

Xaa5= Gln o Lys;

n=1 a 10;

m= n-1; y10

en la que el Espaciador= es un péptido que comprende aminoácidos seleccionados del grupo que consiste en prolina, 
arginina, glicina, ácido glutámico y cisteína.

En una realización preferida, n= 1 a 3.

Cada una de las presentes etiquetas de cuerpo de inclusión se unió de manera operativa a un péptido de interés (POI) 
corto que es soluble de manera apreciable en la célula huésped en condiciones fisiológicas normales. Las 15
proteínas/péptidos de fusión resultantes se produjeron como cuerpos de inclusión insolubles. Cada péptido de fusión se 
expresó recombinantemente en una célula huésped apropiada y se evaluó para formación de péptido de fusión insoluble. 
Los medios para determinar la formación de los cuerpos de inclusión son conocidos en la técnica incluyendo, pero no 
limitado a, técnicas de separación y análisis en gel (por ejemplo, SDS-PAGE).

En otra realización, la etiqueta de cuerpo de inclusión comprende además al menos un resto de cisteína entrecruzable 20
(CCPGCC; SEQ ID NO: 33). En una realización adicional, el al menos un resto de cisteína entrecruzable está localizado 
en el extremo amino y/o carboxi de la etiqueta de cuerpo de inclusión definida por la Fórmula 1.

En otra realización, la etiqueta de cuerpo de inclusión se selecciona del grupo que consiste en IBT 103 (SEQ ID NO: 15), 
IBT 138 (SEQ ID NO: 19), IBT 139 (SEQ ID NO: 21), IBT 139(5C); IBT 139.CCPGCC (SEQ ID NO: 31), IBT 182 (SEQ ID 
NO: 39), IBT 183 (SEQ ID NO: 41), IBT 184 (SEQ ID NO: 43), IBT 185 (SEQ ID NO: 45), IBT 186 (SEQ ID NO: 27), IBT 25
187a (SEQ ID NO: 47) e IBT 187b (SEQ ID NO: 49). Un alineamiento CLUSTALW de varias de las presentes etiquetas 
de cuerpo de inclusión se proporciona en la Figura 1 (la secuencia central repetida está subrayada).

En otra realización, se proporciona una proteína de fusión insoluble que comprende al menos una de las presentes 
etiquetas de cuerpo de inclusión (IBT) unida de manera operativa a un péptido de interés (POI) y separada por al menos 
una secuencia conectora peptídica escindible (CS). En un aspecto preferido, el conector peptídico escindible (CS) 30
comprende al menos un resto ácido aspártico-prolina (Asp-Pro) escindible por ácido.

IBT-CS-POI

o

POI-CS-IBT

En una realización preferida, el péptido de fusión comprende una etiqueta de cuerpo de inclusión que comprende un 35
número eficaz de residuos de cisteína entrecruzables. La inclusión de un número eficaz de residuos de cisteína 
entrecruzables es útil para precipitar y separar selectivamente la etiqueta de cuerpo de inclusión del péptido de interés 
durante el procesamiento. Después de la escisión del péptido de fusión, la mezcla de fragmentos (IBT y POI) se somete 
a condiciones oxidantes durante un periodo de tiempo suficiente para entrecruzar el número eficaz de residuos de 
cisteína incorporados en la IBT. El entrecruzamiento oxidativo precipita selectivamente las IBT del péptido de interés 40
soluble con la condición de que el péptido de interés carezca de residuos de cisteína entrecruzables.

Las IBT que comprenden residuos de cisteína pueden usarse eficazmente como etiquetas de solubilidad en combinación 
con un péptido de interés que tiene residuos de cisteína entrecruzables. Sin embargo, en dichas situaciones se omitirá 
típicamente una etapa de entrecruzamiento oxidativo durante el aislamiento posterior del POI.

Péptidos de interés expresables45
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El péptido de interés ("péptido expresable") diana para la producción usando el presente método es un péptido lineal que 
es soluble de manera apreciable en la célula huésped y/o lisado líquido de la célula huésped en condiciones fisiológicas 
normales. En un aspecto preferido, los péptido de interés son generalmente cortos (con una longitud < 300 aminoácidos) 
y difíciles de producir en cantidades suficientes debido a degradación proteolítica. La fusión del péptido de interés con al 
menos una de las presentes etiquetas formadoras de cuerpos de inclusión crea un péptido de fusión que es insoluble en 5
la célula huésped y/o lisado de la célula huésped en condiciones fisiológicas normales. La producción del péptido de 
interés se incrementa típicamente cuando se expresa y acumula en la forma de un cuerpo de inclusión insoluble ya que 
el péptido está generalmente más protegido de la degradación proteolítica. Además, la proteína de fusión insoluble 
puede separarse fácilmente del lisado de la célula huésped usando centrifugación o filtración.

En general, las presentes etiquetas de cuerpo de inclusión pueden usarse en un proceso para producir cualquier péptido 10
de interés que es (1) típicamente soluble en la célula y/o lisado celular en condiciones fisiológicas típicas y/o (2) aquellos 
que pueden producirse en niveles significativamente mayores cuando se expresan en la forma de un cuerpo de 
inclusión. En una realización preferida, el péptido de interés es soluble de manera apreciable en la célula huésped y/o 
lisado celular correspondiente en condiciones fisiológicas normales y/o del proceso.

La longitud del péptido de interés puede variar siempre que (1) el péptido sea soluble de manera apreciable en la célula 15
huésped y/o lisado celular y/o (2) la cantidad del péptido diana producida se incremente significativamente cuando se 
expresa en la forma de un péptido de fusión/cuerpo de inclusión insoluble (es decir, la expresión en la forma de una 
proteína de fusión protege al péptido de interés de la degradación proteolítica). Típicamente, el péptido de interés tiene 
una longitud de menos de 300 aminoácidos, preferiblemente una longitud de menos de 100 aminoácidos, más 
preferiblemente una longitud de menos de 75 aminoácidos, aún más preferiblemente una longitud de menos de 50 20
aminoácidos y lo más preferiblemente una longitud de menos de 25 aminoácidos.

La función del péptido de interés no está limitada por el presente método y puede incluir, pero no está limitada a, 
moléculas bioactivas tales como agentes curativos para enfermedades (por ejemplo, insulina, interferón, interleuquinas, 
hormonas peptídicas, péptidos anti-angiogénicos y péptidos (con la condición de que el péptido no sea un anticuerpo o 
una parte Fab de un anticuerpo o un anticuerpo de fragmento variable de cadena única; scFv) que se unen a y afectan 25
dianas celulares definidas tales como receptores, canales, lípidos, proteínas citosólicas y proteínas de membrana; véase 
Patente U.S. No. 6.696.089), péptidos que tienen una afinidad para un material particular (por ejemplo, tejidos biológicos, 
moléculas biológicas, péptidos de unión a pelo (Publ. Solic. Patente U.S. No. 2005/0226839; WO 0179479; Publicación 
de Solicitud de Patente U.S. No. 2002/0098524; Publicación de Solicitud de Patente U.S. No. 2003/0152976; WO 
04048399; Publ. Solic. Patente U.S. No. 2007/0067924;30

Publ. Solic. Patente U.S. No. 2008/0206809; y Publ. Solic. Patente U.S. No. 2007/0249805), péptidos de unión a la piel 
(Publ. Solic. Patente U.S. No. 2007/0274931; WO 2004/000257; Publ. Solic. Patente U.S. No. 2008/0206809; y Publ. 
Solic. Patente U.S. No. 2007/0249805), péptidos de unión a uñas (Publ. Solic. Patente U.S. No. 2005/0226839; Publ. 
Solic. Patente U.S. No. 2007/0249805), péptidos de unión a celulosa, péptidos de unión a polímeros (Publ. Solic. Patente 
U.S. Nos. 2007/0141629, 2007/0264720, 2008/0207872, 2007/0141628 y 2007/0261775) y péptidos de unión a arcilla 35
(Publ. Solic. Patente U.S. No. 2007/0249805), para la administración dirigida de al menos un agente beneficioso (véase 
Publ. Solic. Patente U.S. No. 2005/0050656; Publ. Solic. Patente U.S. No. 2005/0226839; y Publ. Solic. Patente U.S. No. 
2007/0249805).

En un aspecto preferido, el péptido de interés es un péptido de afinidad identificado de una biblioteca de péptidos 
generada combinatoriamente. En un aspecto adicional, el péptido se selecciona de una biblioteca generada 40
combinatoriamente, en el que dicha biblioteca se preparó usando una técnica seleccionada del grupo que consiste en 
exposición en fago, exposición en levadura, exposición en bacteria, exposición en ribosoma y exposición en ARNm.

En un aspecto preferido, el péptido de interés se selecciona del grupo de péptidos de unión a pelo, péptidos de unión a 
la piel, péptidos de unión a uñas, péptidos de unión a dientes, péptidos antimicrobianos, péptidos de unión a pigmentos, 
péptidos de unión a arcilla y péptidos de unión a polímeros. En otro aspecto preferido, el péptido de interés se selecciona 45
del grupo que consiste en un péptido de unión a pelo que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del 
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 3, 4, 5, 7, 9, 11, 13, 23 y 59-147, un péptido de unión a la piel que comprende una 
secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 148 a 155, un péptido de unión a uñas 
que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 156 y 157 y un 
péptido de unión a dientes que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ 50
ID NOs: 268 a 307. En una realización adicional, el péptido de interés es un péptido de unión a pelo multi-bloque. Los 
ejemplos de péptidos de unión a pelo multi-bloque incluyen, pero no están limitados a HC77607 (SEQ ID NO: 7), 
HC77638 (SEQ ID NO: 9), HC77643 (SEQ ID NO: 11), HC77681 (SEQ ID NO: 13) y HC776124 (SEQ ID NO: 23).

Los péptidos de afinidad son particularmente útiles para dirigir agentes beneficiosos que confieren una funcionalidad 
deseada a un material diana (por ejemplo, pelo, piel, etc.) para una aplicación definida (Publ. Solic. Patente U.S. No.  55

E08782229
16-12-2013ES 2 439 702 T3

 



17

2005/0050656; Publ. Solic. Patente U.S. No.  2005/0226839; Publ. Solic. Patente U.S. No. 2007/0067924; y Publ. Solic. 
Patente U.S. No. 2007/0249805 para una lista de agentes beneficiosos típicos tales como acondicionadores, 
pigmentos/colorantes, fragancias, etc). El agente beneficioso puede ser el péptido de interés en sí mismo o puede ser 
una o más moléculas unidas a (covalentemente o no covalentemente) o asociadas con, el péptido de interés, en el que 
la afinidad de unión del péptido de interés se usa para dirigir selectivamente el agente beneficioso al material diana. En 5
otra realización, el péptido de interés comprende al menos una región que tiene una afinidad para al menos un material 
diana (por ejemplo, moléculas biológicas, polímeros, pelo, piel, uña, otros péptidos, etc.) y al menos una región que 
tienen una afinidad para el agente beneficioso (por ejemplo, agentes farmacéuticos, agentes antimicrobianos, pigmentos, 
acondicionadores, colorantes, fragancias, etc.). En otra realización, el péptido de interés comprende una pluralidad de 
regiones que tienen una afinidad para el material diana y una pluralidad de regiones que tienen una afinidad para el uno 10
o más agentes beneficiosos. En otra realización más, el péptido de interés comprende al menos una región que tiene 
una afinidad para un material diana y una pluralidad de regiones que tienen una afinidad para una variedad de agentes 
beneficiosos en el que los agentes beneficiosos pueden ser el mismo o diferentes. Los ejemplos de agentes beneficiosos 
pueden incluir, pero no están limitados a, acondicionadores para productos de cuidado personal, pigmentos, colorantes, 
fragancias, agentes farmacéuticos (por ejemplo, administración dirigida de agentes para el tratamiento del cáncer), 15
agentes de diagnóstico/marcaje, agentes bloqueantes de la luz ultravioleta (es decir, agentes activos en protectores con 
pantalla solar) y agentes antimicrobianos (por ejemplo, péptidos antimicrobianos), por nombrar algunos.

Conectores peptídicos escindibles

El uso de conectores peptídicos escindibles (es decir, sitios de escisión o secuencias de escisión) es muy conocido en la 
técnica. Los péptidos de fusión que comprenden las presentes etiquetas de cuerpo de inclusión incluirán típicamente al 20
menos una secuencia escindible que separa la etiqueta de cuerpo de inclusión del polipéptido de interés. La secuencia 
escindible facilita la separación de la(s) etiqueta(s) de cuerpo de inclusión del o de los péptidos de interés. En una 
realización, la secuencia escindible puede proporcionarse por una parte de la etiqueta de cuerpo de inclusión y/o el 
péptido de interés (por ejemplo, inclusión de un resto ácido aspártico-prolina escindible por ácido). En una realización 
preferida, la secuencia escindible se proporciona mediante la inclusión (en el péptido de fusión) al menos de un conector 25
peptídico escindible entre la etiqueta de cuerpo de inclusión y el péptido de interés.

Los medios para escindir los conectores peptídicos son muy conocidos en la técnica y pueden incluir hidrólisis química, 
agentes de escisión enzimática y combinaciones de éstos. En una realización, se incluyen uno o más conectores 
peptídicos escindibles químicamente en la construcción de fusión para facilitar la recuperación del péptido de interés de 
la proteína de fusión con el cuerpo de inclusión. Los ejemplos de reactivos de escisión química incluyen bromuro de 30
cianógeno (escinde residuos de metionina), N-cloro succinimida, ácido yodobenzoico o BNPS-escatol [2-(2-
nitrofenilsulfenil)-3-metilindol] (escinde residuos de triptófano), ácidos diluidos (escinden en enlaces aspartilo-prolilo) e 
hidroxilamina (escinde en enlaces asparagina-glicina a pH 9,0); véase Gavit, P. y Better, M., J. Biotechnol., 79: 127-136 
(2000); Szoka et al., DNA, 5 (1): 11-20 (1986); y Walker, J.M., The Proteomics Protocols Handbook, 2005, Humana 
Press, Totowa, NJ.). En una realización preferida, uno o más sitios de reconocimiento ácido aspártico-prolina escindibles 35
por ácido (es decir, un conector peptídico escindible que comprende uno o más restos de dipéptido D-P) se incluyen en 
la construcción de la proteína de fusión para facilitar la separación de la(s) etiqueta(s) de cuerpo de inclusión del péptido 
de interés. En otra realización, el péptido de fusión puede incluir múltiples regiones que codifican péptidos de interés 
separados por uno o más conectores peptídicos escindibles.

En otra realización, una o más secuencias de escisión enzimática se incluyen en la construcción de la proteína de fusión 40
para facilitar la recuperación del péptido de interés. Las enzimas proteolíticas y sus especificidades para sitios de 
escisión respectivas son muy conocidas en la técnica. En una realización preferida, la enzima proteolítica se selecciona 
para escindir específicamente sólo el conector peptídico que separa la etiqueta de cuerpo de inclusión y el péptido de 
interés. Los ejemplos de enzimas útiles para escindir el conector peptídico incluyen, pero no están limitados a, Arg-C 
proteinasa, Asp-N endopeptidasa, quimiotripsina, clostripaína, enteroquinasa, Factor Xa, glutamil endopeptidasa, 45
Granzima B, proteinasa I de Achromobacter, pepsina, prolina endopeptidasa, proteinasa K, peptidasa I de 
Staphylococcus, termolisina, trombina, tripsina y  miembros de la familia Caspasa de enzimas proteolíticas (por ejemplo, 
Caspasas 1-10) (Walker, J.M., supra). Un ejemplo de una secuencia de sitio de escisión se proporciona por SEQ ID NO: 
261 (sitio de escisión de Caspasa-3; Thornberry et al., J. Biol. Chem., 272: 17907-17911 (1997) y Tyas et al., EMBO 
Reports, 1 (3): 266-270 (2000)).50

Típicamente la etapa de escisión ocurre después de que los cuerpos de inclusión insolubles y/o los péptidos de fusión 
insolubles se han aislado del lisado celular. Las células pueden lisarse usando cualquier número de medios muy 
conocidos en la técnica (por ejemplo, lisis mecánica y/o química). Los métodos para aislar los cuerpos de 
inclusión/péptidos de fusión insolubles del lisado celular son muy conocidos en la técnica (por ejemplo, centrifugación, 
filtración y combinaciones de éstos). Una vez recuperados del lisado celular, los cuerpos de inclusión y/o péptidos de 55
fusión insolubles pueden tratarse con un agente de escisión (químico o enzimático) para escindir la etiqueta de cuerpo 
de inclusión del péptido de interés. En una realización, la proteína de fusión y/o cuerpo de inclusión se diluye y/o disuelve 
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en un disolvente adecuado antes del tratamiento con el agente de escisión. En una realización adicional, la etapa de 
escisión puede omitirse si la etiqueta de cuerpo de inclusión no interfiere con la actividad del péptido de interés.

Después de la etapa de escisión, y en una realización preferida, el péptido de interés puede separarse y/o aislarse de la 
proteína de fusión y las etiquetas de cuerpo de inclusión tomando como base una solubilidad diferencial de los 
componentes. Los parámetros tales como pH, concentración de sal y temperatura pueden ajustarse para facilitar la 5
separación de la etiqueta de cuerpo de inclusión del péptido de interés. En una realización, el péptido de interés es 
soluble mientras que la etiqueta de cuerpo de inclusión y/o proteína de fusión es insoluble en la matriz del proceso 
definida (típicamente una matriz acuosa). En otra realización, el péptido de interés es insoluble mientras que la etiqueta 
de cuerpo de inclusión es soluble en la matriz del proceso definida.

En una realización preferida, la etiqueta de cuerpo de inclusión comprende un número eficaz de residuos de cisteína 10
entrecruzables con la condición de que el péptido de interés carezca de residuos de cisteína. Después de la escisión, se 
usa entrecruzamiento oxidativo para entrecruzar selectivamente las IBT (típicamente insolubles). Las condiciones se 
controlan de manera que las IBT entrecruzadas sean insolubles mientras que el péptido de interés permanece soluble. El 
péptido de interés soluble se separa posteriormente de las IBT entrecruzadas usando una técnica de separación sencilla 
tal como centrifugación y/o filtración.15

En una realización opcional, el péptido de interés puede purificarse adicionalmente usando cualquier número de técnicas 
de purificación muy conocidas en la técnica tales como intercambio iónico, técnicas de purificación en gel y 
cromatografía en columna (véase US 5.648.244), por nombrar algunas.

Péptidos de fusión

Las presentes etiquetas de cuerpo de inclusión se usan para crear polipéptidos quiméricos ("péptidos de fusión" o 20
"proteínas de fusión") que son insolubles en la célula huésped, formando cuerpos de inclusión. La síntesis y expresión 
de construcciones genéticas expresables que codifican los presentes péptidos de fusión son muy conocidas para un 
experto en la técnica, dadas las presentes etiquetas de cuerpo de inclusión.

Los presentes péptidos de fusión incluirán al menos una de las presentes etiquetas de cuerpo de inclusión (IBT) unida de 
manera operativa al menos a un péptido de interés. Típicamente, los péptidos de fusión también incluirán al menos un 25
conector peptídico escindible que tiene un sitio de escisión entre la etiqueta de cuerpo de inclusión y el péptido de 
interés. En una realización, la etiqueta de cuerpo de inclusión puede incluir un sitio de escisión mediante lo cual puede 
no ser necesaria la inclusión de un conector peptídico escindible separado. En una realización preferida, el método de 
escisión se elige para asegurar que el péptido de interés no se ve afectado adversamente por el o los agentes de 
escisión empleados. En una realización adicional, el péptido de interés puede modificarse para eliminar posibles sitios de 30
escisión con el péptido siempre que no se vea afectada adversamente la actividad deseada del péptido.

Un experto en la técnica reconocerá que los elementos de la proteína de fusión pueden estructurarse de varias maneras. 
Típicamente, la proteína de fusión incluirá al menos una IBT, al menos un péptido de interés (POI) y al menos un 
conector peptídico escindible (CL) que comprende un sitio de escisión (CS) localizado entre la IBT y el POI. La etiqueta 
de cuerpo de inclusión puede estar organizada como una secuencia líder o una secuencia terminadora respecto a la 35
posición del péptido de interés en el péptido de fusión. En otra realización, se usan una pluralidad de IBT, POI y CL 
cuando se prepara por ingeniería el péptido de fusión. En una realización adicional, el péptido de fusión puede incluir una 
pluralidad de IBT (como se define en la presente memoria), POI y CL que son iguales o diferentes.

El péptido de fusión debe ser insoluble en una matriz acuosa a una temperatura de 10
0
C a 50

0
C, preferiblemente 10

0
C a 

40
0
C. La matriz acuosa comprende típicamente un intervalo de pH de 5 a 12, preferiblemente 6 a 10 y lo más 40

preferiblemente 6 a 8. La temperatura, pH y/o fuerza iónica de la matriz acuosa pueden ajustarse para obtener las 
características de solubilidad deseadas del péptido de fusión/cuerpo de inclusión.

Método para preparar un péptido de interés usando péptidos de fusión insolubles

Las presentes etiquetas de cuerpo de inclusión se usan para preparar péptidos de fusión que forman cuerpos de 
inclusión en el huésped productor. Este método es particularmente atractivo para producir cantidades significativas del 45
péptido de interés soluble que (1) son difíciles de aislar de otros componentes solubles del lisado celular y/o (2) son 
difíciles de producir en cantidades significativas en el huésped productor diana.

En los presentes métodos, un péptido de interés se fusiona con al menos una de las presentes etiquetas de cuerpo de 
inclusión, formando una proteína de fusión insoluble. La expresión de la construcción genética que codifica la proteína de 
fusión produce una forma insoluble del péptido de interés que se acumula en la forma de cuerpos de inclusión en la 50
célula huésped. La célula huésped se crece durante un periodo de tiempo suficiente para que el péptido de fusión 
insoluble se acumule en el interior de la célula.
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La célula huésped se lisa posteriormente usando cualquier número de técnicas muy conocidas en la técnica. El péptido 
de fusión/cuerpos de inclusión insolubles se separan de los componentes solubles del lisado celular usando una técnica 
sencilla y económica tal como centrifugación y/o filtración en membrana. El péptido de fusión/cuerpo de inclusión 
insoluble puede procesarse entonces con el fin de aislar el péptido de interés. Típicamente, esto incluirá la resuspensión 
del péptido de fusión/cuerpo de inclusión en una matriz líquida adecuada para escindir el péptido de fusión, separando la 5
etiqueta de cuerpo de inclusión del péptido de interés. La proteína de fusión se diseña típicamente para incluir un 
conector peptídico escindible que separa la etiqueta de cuerpo de inclusión del péptido de interés. La etapa de escisión 
puede realizarse usando cualquier número de técnicas muy conocidas en la técnica (escisión química, escisión 
enzimática y combinaciones de éstas). El péptido de interés puede separarse de la(s) etiqueta(s) de cuerpo de inclusión 
y/o péptidos de fusión usando cualquier número de técnicas muy conocidas en la técnica (centrifugación, filtración, 10
precipitación, cromatografía en columna, etc.). Preferiblemente, el péptido de interés (una vez escindido del péptido de 
fusión) tiene una solubilidad que es significativamente diferente de la de la etiqueta de cuerpo de inclusión y/o péptido de 
fusión remanente. En una realización preferida adicional, se usa entrecruzamiento oxidativo para precipitar 
selectivamente la IBT (que comprende un número eficaz de residuos de cisteína entrecruzables) del péptido de interés 
(cuando carece de residuos de cisteína entrecruzables). Como se muestra en la presente memoria, se diseñaron los 15
derivados IBT-136 (es decir, IBT 139.CCPGCC, IBT 139 (5C), IBT 185 e IBT 186) para incluir un número eficaz de 
residuos de cisteína entrecruzables.

Transformación y expresión

Una vez que la etiqueta de cuerpo de inclusión se ha identificado y emparejado con el péptido de interés apropiado, la 
construcción de casetes y vectores que pueden transformarse en un huésped de expresión apropiado es común y muy 20
conocida en la técnica. Típicamente, el vector o casete contiene secuencias que dirigen la transcripción y traducción del 
gen quimérico relevante, un marcador seleccionable y secuencias que permiten la replicación autónoma o integración 
cromosómica. Los vectores adecuados comprenden una región 5' del gen que porta los controles de inicio de la 
transcripción y una región 3' del fragmento de ADN que controla la terminación de la transcripción. Lo más preferido es 
cuando ambas regiones de control derivan de genes homólogos a la célula huésped transformada, aunque debe 25
entenderse que dichas regiones de control no necesitan derivar de los genes nativos de la especie específica elegida 
como huésped productor.

Las regiones de control del inicio de la transcripción o promotores, que son útiles para dirigir la expresión de las 
construcciones genéticas que codifican los péptidos de fusión en la célula huésped deseada, son numerosas y familiares 
para los expertos en la técnica. Virtualmente cualquier promotor capaz de dirigir estas construcciones es adecuado para 30
la presente invención incluyendo pero no limitado a CYC1, HIS3, GAL1, GAL10, ADH1, PGK, PHO5, GAPDH, ADC1, 
TRP1, URA3, LEU2, ENO, TPI (útil para la expresión en Saccharomyces); AOX1 (útil para la expresión en Pichia); y lac, 
ara (pBAD), tet, trp, IPL, IPR, T7, tac; y trc (útil para la expresión en Escherichia coli) así como los promotores amy, apr, 
npr y varios promotores de fago útiles para la expresión en Bacillus.

Las regiones de control de la terminación también pueden derivar de varios genes nativos de los huéspedes preferidos. 35
Opcionalmente, puede ser innecesario un sitio de terminación; sin embargo, lo más preferido es que se incluya.

Las células huésped preferidas para la expresión de los presentes péptidos de fusión son huéspedes microbianos que 
pueden encontrarse ampliamente en las familias de hongos o bacterias y que crecen en un amplio rango de valores de 
temperatura, pH y tolerancias de disolvente Por ejemplo, se contempla que cualquier bacteria, levadura y hongo 
filamentoso serán huéspedes adecuados para la expresión de las presentes moléculas de ácido nucleico que codifican 40
los péptidos de fusión. Como la transcripción, traducción y el aparato biosintético de proteínas es el mismo 
independientemente de la alimentación celular, los genes se expresan independientemente de la fuente de carbono 
usada para generar la biomasa celular. El crecimiento microbiano a gran escala y la expresión génica funcional pueden 
utilizar un amplio rango de carbohidratos simples o complejos, ácidos orgánicos y alcoholes (es decir, metanol), 
hidrocarburos saturados tales como metano o dióxido de carbono en el caso de huéspedes fotosintéticos o 45
quimioautotróficos. Sin embargo, los genes funcionales pueden regularse, reprimirse o deprimirse por condiciones 
específicas de crecimiento, que pueden incluir la forma y cantidad de nitrógeno, fósforo, azufre, oxígeno, carbono o 
cualquier micronutriente traza incluyendo iones inorgánicos pequeños. Además, la regulación de los genes funcionales 
puede conseguirse por la presencia o ausencia de moléculas reguladoras específicas que se añaden al cultivo y que 
típicamente no se consideran fuentes de nutrientes o energía. La velocidad del crecimiento también puede ser un factor 50
regulador importante en la expresión génica. Los ejemplos de cepas huésped incluyen, pero no están limitadas a, 
especies fúngicas o de levadura tales como Aspergillus, Trichoderma, Saccharomyces, Pichia, Yarrowia, Candida, 
Hansenula, o especies bacterianas tales como Salmonella, Bacillus, Acinetobacter, Zymomonas, Agrobacterium, 
Erythrobacter, Chlorobium, Chromatium, Flavobacterium, Cytophaga, Rhodobacter, Rhodococcus, Streptomyces, 
Brevibacterium, Corynebacteria, Mycobacterium, Deinococcus, Escherichia, Erwinia, Pantoea, Pseudomonas, 55
Sphingomonas, Methylomonas, Methylobacter, Methylococcus, Methylosinus, Methylomicrobium, Methylocystis, 
Alcaligenes, Synechocystis, Synechococcus, Anabaena, Thiobacillus, Methanobacterium, Klebsiella y Myxococcus. Las 
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cepas huésped bacterianas preferidas incluyen Escherichia, Pseudomonas y Bacillus. En un aspecto altamente 
preferido, la cepa huésped bacteriana es Escherichia coli.

Medios de fermentación

Los medios de fermentación en la presente invención deben contener sustratos de carbono adecuados. Los sustratos 
adecuados pueden incluir pero no están limitados a monosacáridos tales como glucosa y fructosa, oligosacáridos tales 5
como lactosa o sacarosa, polisacáridos tales como almidón o celulosa o mezclas de éstos y mezclas no purificadas de 
alimentaciones renovables tales como permeado de suero de queso, licor de maíz fermentado, melazas de remolacha 
de azúcar y malta de cebada. Además, el sustrato de carbono también puede ser sustratos de un carbono tales como 
dióxido de carbono o metanol para los que se ha demostrado la conversión metabólica en intermedios bioquímicos clave. 
Además de sustratos de uno y dos carbonos también se sabe que los organismos metilotróficos utilizan varios 10
compuestos distintos que contienen carbono tales como metilamina, glucosamina y una variedad de aminoácidos para la 
actividad metabólica. Por ejemplo, se sabe que las levaduras metilotróficas utilizan el carbono de la metilamina para 
formar trealosa o glicerol (Bellion et al., Microb. Growth C1 Compd., [Int. Symp.], 7º (1993), 415-32. Editor(es): Murrell, J. 
Collin; Kelly, Don P. Editor: Intercept, Andover, Reino Unido). De manera similar, varias especies de Candida
metabolizarán alanina o ácido oleico (Sulter et al., Arch. Microbiol. 153: 485-489) (1990)). Por lo tanto, se contempla que 15
la fuente de carbono utilizada en la presente invención puede englobar una amplia variedad de sustratos que contienen 
carbono y sólo estará limitada por la elección del organismo.

Aunque se contempla que todos los sustratos de carbono mencionados anteriormente y mezclas de éstos son 
adecuados en la presente invención, los sustratos de carbono preferidos son glucosa, fructosa y sacarosa.

Además de una fuente de carbono apropiada, los medios de fermentación deben contener minerales, sales, cofactores, 20
tampones y otros componentes adecuados, conocidos por los expertos en la técnica, adecuados para el crecimiento de 
los cultivos y estimulación de la expresión de los presentes péptidos de fusión.

Condiciones de cultivo

Las condiciones adecuadas de cultivo pueden seleccionarse dependiendo del huésped productor elegido. Típicamente, 
las células se crecen a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 25

0
C a aproximadamente 40

0
C en un medio 25

apropiado. Los medios de crecimiento adecuados pueden incluir medios comunes, preparados comercialmente tales 
como caldo de Luria Bertani (LB), caldo de Dextrosa Sabouraud (SD) o caldo de medio de levadura (YM). También 
pueden usarse otros medios de crecimiento definidos o sintéticos y el medio apropiado para el crecimiento del 
microorganismo particular será conocido por un experto en la técnica de la ciencia de microbiología o fermentación. El 
uso de agentes que se sabe que modulan la represión catabólica directamente o indirectamente, por ejemplo, adenosina 30
2':3'-monofostato cíclica, también puede incorporarse en el medio de fermentación.

Los intervalos adecuados de pH para la fermentación están típicamente entre pH 5,0 y pH 9,0, en el que se prefiere el 
pH 6,0 a pH 8,0.

Las fermentaciones pueden realizarse en condiciones aeróbicas o anaeróbicas en las que se prefieren generalmente las 
condiciones aeróbicas.35

Fermentaciones industriales discontinuas y continuas

Una fermentación discontinua es un sistema cerrado en el que la composición del medio se ajusta al comienzo de la 
fermentación y no se somete a alteraciones artificiales durante la fermentación. Así, al comienzo de la fermentación el 
medio se inocula con el organismo u organismos deseados y se permite que ocurra la fermentación sin añadir nada al 
sistema. Típicamente, una fermentación "discontinua" es discontinua respecto a la adición de la fuente de carbono y 40
frecuentemente se intentan controlar factores tales como pH y concentración de oxígeno. En los sistemas discontinuos, 
las composiciones de metabolitos y biomasa del sistema cambian constantemente hasta el momento en el que se para 
la fermentación. En los cultivos discontinuos, las células pasan a través de una fase de latencia estática hasta una fase 
de alto crecimiento logarítmico y finalmente a una fase estacionaria en la que la velocidad del crecimiento disminuye o se 
para. Si no se tratan, las células en la fase estacionaria morirán eventualmente. Las células en la fase logarítmica son 45
generalmente responsables de la mayor parte de la producción del producto final o intermedio.

Una variación del sistema discontinuo estándar es el sistema de alimentación discontinua. Los procesos de fermentación 
con alimentación discontinua también son adecuados en la presente invención y comprenden un sistema discontinuo 
típico con la excepción de que se añade el sustrato en incrementos al progresar la fermentación. Los sistemas de 
alimentación discontinua son útiles cuando la represión catabólica puede inhibir el metabolismo de las células y cuando 50
es deseable tener cantidades limitadas de sustrato en los medios. La medida de la concentración real de sustrato en los 
sistemas de alimentación discontinua es difícil y por lo tanto se estima tomando como base los cambios de factores 
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mensurables tales como pH, oxígeno disuelto y la presión parcial de gases residuales tales como CO2. Las 
fermentaciones discontinuas y de alimentación discontinua son comunes y muy conocidas en la técnica y se pueden 
encontrar ejemplos en Thomas D. Brock en Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology, Segunda Edición 
(1989) Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA. (de aquí en adelante "Brock") o Deshpande, Mukund V., Appl. 
Biochem. Biotechnol., 36: 227 (1992).5

Aunque la presente invención se realiza típicamente en modo discontinuo se contempla que el método sería adaptable a 
métodos de fermentación continuos. La fermentación continua es un sistema abierto en el que un medio de fermentación 
definido se añade continuamente a un biorreactor y una cantidad igual de medio condicionado se retira simultáneamente 
para procesamiento. La fermentación continua mantiene generalmente los cultivos a una densidad alta constante en los 
que las células están principalmente en la fase logarítmica de crecimiento.10

La fermentación continua permite la modulación de un factor o cualquier número de factores que afectan el crecimiento 
celular o la concentración del producto final. Por ejemplo, un método mantendrá un nutriente limitante tal como la fuente 
de carbono o nivel de nitrógeno en una proporción fija y permite moderar todos los demás parámetros. En otros 
sistemas, un número de factores que afecta el crecimiento puede alterarse continuamente mientras la concentración 
celular, medida por turbidez del medio, se mantiene constante. Los sistemas continuos tratan de mantener condiciones 15
de crecimiento en estado estacionario y así la pérdida celular debida al consumo del medio debe equilibrarse frente a la 
velocidad de crecimiento celular en la fermentación. Los métodos para modular nutrientes y factores de crecimiento para 
los procesos de fermentación continua así como las técnicas para maximizar la velocidad de la formación del producto 
son muy conocidos en la técnica de la microbiología industrial y una variedad de métodos se detallan por Brock, supra.

Se contempla que la presente invención puede llevarse a la práctica usando procesos discontinuos, de alimentación 20
discontinua o continuos y que sería adecuado cualquier modo conocido de fermentación.

Debe indicarse que cuando una cantidad, concentración u otro valor o parámetro se proporciona como un intervalo, 
intervalo preferido o una lista de valores superiores preferibles y valores inferiores preferibles, esto debe entenderse 
como una descripción específica de todos los intervalos formados por cualquier pareja de cualquier límite superior del 
intervalo o valor preferido y cualquier límite inferior del intervalo o valor preferido, independientemente de si los intervalos 25
se describen separadamente. Cuando se cita en la presente memoria un intervalo de valores numéricos, a no ser que se 
indique otra cosa, se pretende que el intervalo incluya los puntos de los extremos de éste, y todos los números enteros y 
fracciones en el intervalo. No se pretende que el alcance de la invención esté limitado a los valores específicos citados 
cunado se define un intervalo.

Ejemplos30

La presente invención se define adicionalmente en los Ejemplos siguientes. Debe entenderse que estos Ejemplos, a la 
vez que indican realizaciones preferidas de la invención, se proporcionan sólo como ilustración.

El significado de las abreviaturas usadas es como sigue: "min" significa minuto(s), "h" significa hora(s), "L" significa 
microlitro(s), "mL" significa mililitro(s), "L" significa litro(s), "nm" significa nanometro(s), "mm" significa milímetro(s), "cm" 
significa centímetro(s), "m" significa micrómetro(s), "mM" significa milimolar, "M" significa molar, "mmol" significa 35
milimol(es), "mol" significa micromol(es), "pmol" significa picomol(es), "g" significa gramo(s), "g" significa 
microgramo(s), "mg" significa miligramo(s), "g" significa la constante gravitacional, "rpm" significa revoluciones por 
minuto, "DTT" significa ditiotreitol y "cat#" significa número de catálogo.

Métodos generales:

Las técnicas estándar de ADN recombinante y de clonación molecular usadas en la presente memoria son muy 40
conocidas en la técnica y se describen por Sambrook, J. y Russell, D., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Tercera 
Edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (2001); y por Silhavy, T.J., Bennan, M.L. y 
Enquist, L.W., Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory Cold Press Spring Harbor, NY (1984); y 
por Ausubel, F.M. et al., Short Protocols in Molecular Biology, 5ª Ed. Current Protocols y John Wiley and Sons, Inc., N.Y., 
2002.45

Los materiales y métodos adecuados para el mantenimiento y crecimiento de los cultivos bacterianos también son muy 
conocidos en la técnica. Las técnicas adecuadas para uso en los Ejemplos siguientes pueden encontrarse en Manual of 
Methods for General Bacteriology, Phillip Gerhardt, R.G.E. Murray, Ralph N. Costilow, Eugene W. Nester, Willis A. Wood, 
Noel R. Krieg y G. Briggs Phillips, eds., Amercian Society for Microbiology, Washington, DC., 1994 o en Brock (supra). 
Todos los reactivos, enzimas de restricción y materiales usados para el crecimiento y el mantenimiento de las células 50
bacterianas se obtuvieron de BD Diagnostics Systems (Sparks, MD), Invitrogen (Carlsbad, CA), Life Technologies 
(Rockville, MD), QIAGEN (Valencia, CA) o Sigma-Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO), a no ser que se 
especifique otra cosa.
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Ejemplo 1

Construcción de plásmidos de expresión

Se usaron varios sistemas de expresión para producir las proteínas de fusión en una célula huésped E. coli. Un sistema 
de expresión se basó en la cepa de E. coli BL21-AI (Invitrogen) en combinación con un vector de expresión basado en 
T7 (pLX121; SEQ ID NO: 1; Figura 2) en el que la expresión de la ARN polimerasa T7 está controlada por el promotor 5
araBAD. Otro sistema de expresión se basó en la cepa derivada de E. coli MG1655 (ATCC 46076™) en combinación 
con un vector de expresión basado en pBAD (pSF032, Figura 3, SEQ ID NO: 2 y pLR186, Figura 4, SEQ ID NO: 51) en 
el que la copia cromosómica endógena del operón araBAD se delecionó (la cepa de E. coli modificada MG1655 que 
comprende una disrupción en el operón endógeno araBAD se refiere en la presente memoria como cepa de E. coli
KK2000). La región 3' aguas abajo y unida de manera operativa con el promotor respectivo en cada uno de los vectores 10
se diseño para facilitar el intercambio sencillo del ADN que codifica la etiqueta de cuerpo de inclusión y/o el péptido de 
interés respectivo. Los sitios de restricción NdeI y BamHI flanquearon la región que codifica la etiqueta de cuerpo de 
inclusión (IBT). Los sitios de restricción BamHI y AscI flanquearon la región que codifica el péptido de interés (POI):

Las moléculas de ácido nucleico que codifican los diferentes péptidos de fusión se diseñaron para incluir al menos una 
región que codifica una etiqueta de cuerpo de inclusión (IBT) unida a un péptido de interés (POI). Como se ha descrito 15
anteriormente, las moléculas de ácido nucleico que codifican los componentes del péptido de fusión se diseñaron para 
incluir los sitios de restricción apropiados NdeI/BamHI (región que codifica la etiqueta de cuerpo de inclusión) y 
BamHI/AscI (región que codifica el péptido de interés) para facilitar la inserción en el vector de expresión. La inserción de 
las moléculas de ácido nucleico creó un gen quimérico que codifica un péptido de fusión unido de manera operativa al 
promotor respectivo. El péptido de fusión se diseñó para tener una etiqueta de cuerpo de inclusión (IBT) unida a un 20
péptido de interés (POI) en el que los dos componentes estaban separados por un conector peptídico escindible (CS; por 
ejemplo, un resto DP escindible con ácido).

Construcción del plásmido de expresión pLX121 (expresión basada en T7):

Se preparó una construcción genética para evaluar el comportamiento de las etiquetas de cuerpo de inclusión cuando se 
fusionaban con un péptido de interés soluble. Se usó un plásmido (pLX121; Figura 2; SEQ ID NO: 1) que contiene un 25
origen de replicación pBR322 y el gen bla para conferir resistencia a ampicilina. La expresión del gen quimérico estaba 
dirigida por un promotor T7. La construcción de este plásmido se ha descrito previamente en la Publ. Solic. patente U.S. 
en tramitación con la presente No. 2008/0206809.

Brevemente, el vector de expresión pLX121 se diseñó a partir del plásmido objetivo pDEST17 (Invitrogen, Carlsbad, CA). 
El vector de expresión se modificó de manera que el gen quimérico que codifica la proteína de fusión se expresó bajo el 30
control del promotor T7. Se usaron los sitios de restricción NdeI y BamHI para el intercambio sencillo de las diferentes 
etiquetas de cuerpo de inclusión. Se usaron los sitios de restricción BamHI y AscI para facilitar el intercambio de los 
diferentes péptidos de interés. La secuencia que codifica la unión entre la etiqueta de cuerpo de inclusión y el péptido de 
interés se diseñó para codificar un resto D-P escindible con ácido.

Construcción del vector de expresión pSF04335

El vector pKSI (C4)-HC77623 se derivó del vector disponible comercialmente pDEST17 (Invitrogen). La construcción de 
este vector se ha descrito previamente en la Publ. Solic. Patente U.S. en tramitación con la presente No. 2006/0222609.

Incluye secuencias derivadas del vector disponible comercialmente pET31 b (Novagen, Madison, WI) que codifican un 
fragmento de la enzima quetoesteroide isomerasa (KSI; Kuliopulos, A. y Walsh, C.T., J. Am. Chem. Soc. 116: 4599-4607 
(1994)). El fragmento KSI se usó como una etiqueta de cuerpo de inclusión para estimular la división de los péptidos en 40
cuerpos de inclusión insolubles en E. coli. La molécula de ácido nucleico que codifica la secuencia KSI de pET31 b se 
modificó usando procedimientos estándar de mutagénesis (QuickChange II; Stratagene, La Jolla, CA) para incluir tres 
codones adicionales de cisteína, además del codón de cisteína encontrado en la secuencia KSI de tipo salvaje, lo que 
resulta en la etiqueta de cuerpo de inclusión KSI (C4) (SEQ ID NOs: 52 y 53). El plásmido pKSI (C4)-HC77623 se 
construyó usando métodos estándar de ADN recombinante muy conocidos para los expertos en la técnica. Los sitios de 45
restricción BamHI y AscI facilitaron el intercambio de las moléculas de ácido nucleico que codifican los diferentes 
péptidos de interés. Los insertos se diseñaron para codificar un resto DP escindible con ácido útil en la separación de la 
etiqueta de cuerpo de inclusión del péptido de interés.

El gen HC77643 se sintetizó por DNA 2.0 con sitios de restricción apropiados en cada extremo y se clonó en el vector 
KSI (C4)-HC77623 como se ha descrito anteriormente, creando pSF043 (SEQ ID NO: 50; Figura 5). Las secuencias del 50
gen quimérico y el producto génico correspondiente (péptido de fusión KSI (C4)-HC77643) se proporcionan como SEQ 
ID NOs: 54 y 55, respectivamente).
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Construcción del plásmido de expresión pSF032 (Expresión basada en pBAD)

El plásmido pSF032 (SEQ ID NO: 2; Figura 3) contiene un origen de replicación de tipo ColE1 y el gen bla para conferir 
resistencia a ampicilina. La construcción de fusión etiqueta/péptido está dirigida por el promotor araBAD. El plásmido 
también codifica el gen para el regulador araC.

El plásmido pSF032 se derivó del plásmido disponible comercialmente pBAD-HisA (Invitrogen). Brevemente, se clonó un 5
sitio de clonación múltiple modificado (MCS) en pBAD-HisA y el sitio de restricción NdeI en la posición 2844 se eliminó 
para crear un único sitio NdeI aguas abajo del promotor pBAD. El plásmido resultante se denominó pBAD-
HisA_MCSmod. El fragmento NdeI/EcoRI del plásmido pKSIC4-HC77623 se insertó en el sitio NdeI/EcoRI de pBAO-
HisA_MCSmod, creando el plásmido pSF004_pBAD-KSIC4-HC77623. El plásmido pSF032 se creó a partir del plásmido 
pSF004 eliminando la región codificadora para el péptido HC77623 e insertando la región codificadora para el péptido 10
HC77638 (véase el Ejemplo 2).

Construcción del plásmido de expresión pLR186 (Expresión basada en araBAD):

El plásmido pLR186 (SEQ ID NO: 51; Figura 4) contiene un origen de replicación de tipo ColE1, el gen bla para conferir 
resistencia a ampicilina y el gen aadA-1 para conferir resistencia a espectinomicina (Spec). La construcción de fusión 
etiqueta/péptido está dirigida por el promotor araBAD. El plásmido también codifica el gen para el regulador araC.15

El plásmido pLR186 se derivó del plásmido disponible comercialmente pBAD-HisA (Invitrogen). Brevemente, se clonó un 
sitio de clonación múltiple modificado (MCS) en pBAD-HisA y el sitio de restricción NdeI en la posición 2844 se eliminó 
para crear un único sitio NdeI aguas abajo del promotor pBAD. El plásmido resultante se denominó pBAD-
HisA_MCSmod. El fragmento NdeI/EcoRI del plásmido pKSIC4-HC77623 (Publ. Solic. Patente U.S. No. 2006/0222609) 
se insertó en el sitio NdeI/EcoRI de pBAD-HisA_MCSmod, creando el plásmido pSF004_pBAD-KSIC4-HC77623. El 20
fragmento HindIII del plásmido pCL1920 (Lerner e Inouye, Nucleic Acids Research, 18: 4631 (1990); GENBANK No. de 
Registro AB236930) que comprende el gen de resistencia a espectinomicina (aadA-1) se insertó en pSF04_pBAD-KSI4-
HC77623, creando el plásmido pLR042. El plásmido pLR186 (Figura 4; SEQ ID NO: 49) se creó a partir del plásmido 
pLR042 eliminando la región codificadora para el péptido de fusión KSIC4-HC77623 e insertando la región codificadora 
para el péptido de fusión IBT 139-HC776124 (es decir, un péptido de fusión que comprende la etiqueta de cuerpo de 25
inclusión IBT-139 unida al péptido de interés HC776124; véase el Ejemplo 4).

Ejemplo 2

Construcción de varios péptidos de interés

Se diseñaron cinco péptidos de unión a pelo multi-bloque con las secuencias de aminoácidos siguientes. Se ha 
publicado la construcción de los péptidos de unión a pelo multi-bloque (véase Publ. Solic. Patente U.S. en tramitación 30
con la presente No. 2006/0222609 y 2005/0226839). Los péptidos multi-bloque solubles (es decir, los "péptidos de 
interés") se usaron para evaluar las presentes etiquetas de cuerpo de inclusión. Cada uno de los péptidos de unión a 
pelo multi-bloque comprende uno o más dominios de unión a pelo. Los dominios de unión funcionales se proporcionan 
en la Tabla 1. Los dominios de unión a pelo (negrita) incluyen A09 (IPWWNIRAPLNA; SEQ ID NO: 3 que también se ha 
encontrado que se une a polimetilmetacrilato), KF11 (NTSQLST; SEQ ID NO: 4) y D21' (RTNAADHP; SEQ ID NO: 5). 35
Los dominios de afinidad con los péptidos multi-bloque están separados típicamente por espaciadores peptídicos cortos. 
Los restos DP escindibles con ácido están en itálica.
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Ejemplo 3

Identificación de etiquetas de cuerpo de inclusión

Se evaluaron varias secuencias de parejas de fusión ("etiquetas de cuerpo de inclusión") para su capacidad de dirigir a 
los péptidos de fusión resultantes (cuando se unen de manera operativa a un péptido de interés corto, generalmente 
soluble) a cuerpos de inclusión insolubles intracelulares. Se clonaron varias construcciones de péptido de unión a pelo 5
(HC77607, HC77638, HC77643 y HC77681) en la biblioteca de etiquetas (plásmido parental pLX121, véase la secuencia 
más adelante). La expresión de los productos de fusión está dirigida a partir de un promotor T7. En E. coli BL21-AI, la 
expresión del gen de la ARN polimerasa T7 está bajo el control del promotor araBAD (es decir, expresión inducible por 
arabinosa). Además, HC77638 también se clonó en una biblioteca de etiquetas compuesta por las mismas etiquetas 
pero con un plásmido parental diferente (pSF032 parental, véase la secuencia más adelante) que dirige la expresión de 10
los productos de fusión a partir de un promotor araBAD. Los genes que codifican los péptidos de unión a pelo solubles 
(por ejemplo, péptidos de interés) se clonaron aguas abajo de las secuencias de etiqueta en una estrategia de clonación 
discontinua usando los sitios de las enzimas de restricción BamHI en el 5' y AscI en el extremo 3'.

Todas las construcciones en el plásmido parental pLX121 se transformaron en células E. coli BL21-AI (Invitrogen), las 
construcciones en el plásmido parental pSF032 se transformaron en E. coli MG1655 (ATCC 46076™) con una deleción 15
en la copia cromosómica endógena del operón araBAD. Se cribaron aproximadamente 1.000 transformantes para cada 
biblioteca. Los descubrimientos positivos se corrieron en geles de SDS-PAGE. Para confirmar los resultados, se 
inocularon 3 mL de crecimientos en LB (más 100 g/mL de ampicilina) con 30 L de un cultivo de toda la noche de las 
construcciones respectivas. Los cultivos se crecieron hasta DO600 de aproximadamente 0,4 y se indujeron con 0,2% 
arabinosa y se crecieron durante 3 horas. Para determinar el contenido celular soluble frente a insoluble, las células se 20
lisaron y las fracciones soluble e insoluble se corrieron en un gel de SDS-PAGE.

Después del análisis de los resultados fue evidente que para cada biblioteca que se cribó, al menos una de cuatro 
etiquetas de cuerpo de inclusión que estaban compuestas por secuencias similares fue capaz de dirigir a las proteínas 
de fusión a cuerpos de inclusión (Tabla 2). Un miembro de esta familia de etiquetas no sólo fue capaz de dirigir cada 
péptido ensayado en IB insolubles sino que también fue capaz de hacerlo en diferentes cepas de E. coli y con diferentes 25
promotores dirigiendo la expresión.

Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos por las diferentes etiquetas de IB. La información de las etiquetas se 
muestra en la mitad izquierda de la tabla. La mitad derecha de la tabla muestra el nivel de expresión obtenido para cada 
una de las construcciones HC en su cepa de E. coli respectiva. El valor 1 se refiere a un nivel de expresión medio, 2 se 
refiere a un nivel de expresión alto. nd= no detectado en el cribado.30
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Ejemplo 4

Uso de IBT 139 para dirigir a los péptidos de interés adicionales a cuerpos de inclusión

Para determinar si esta familia de etiquetas es útil generalmente para dirigir proteínas a cuerpos de inclusión, se evaluó 
adicionalmente el miembro mayor de esta familia, IBT 139, con una proteína que no ha experimentado el proceso de 
cribado con la biblioteca de etiquetas.5

Construcción del péptido de fusión IBT 139.HC776124

La molécula de ácido nucleico (SEQ ID NO: 22) que codifica HC776124 (SEQ ID NOs: 23) se encargó a DNA2.0 (Menlo 
Park, CA) y se clonó en los sitios de restricción BamHI (5') y AscI (3') del plásmido parental pLR042, creando el plásmido 
pLR186 (SEQ ID NO: 49). La molécula de ácido nucleico que codifica IBT 139 (SEQ ID NO: 20) se clonó en los sitios de 
restricción NdeI (5') y BamHI (3'), resultando en un gen quimérico (SEQ ID NO: 24) que codifica la proteína de fusión IBT 10
139.HC776124 (SEQ ID NO: 25).

Construcción: IBT 139.HC776124

El diseño del péptido HC776124 se proporciona en la Tabla 3. El péptido HC776124 (un dímero de HC77643) está 
comprendido por varios dominios de unión a pelo incluyendo A09 (SEQ ID NO: 3) y KF11 (SEQ ID NO: 4). Los restos DP 
escindibles con ácido están en itálica (Tabla 3).15

Tabla 3. Organización de HC776124.

Crecimiento de la cepa y análisis de IB

Se inocularon 3 mL de crecimiento en LB (más 100 g/mL de ampicilina) con 30 L de un cultivo de toda la noche de las 
construcciones respectivas. El cultivo se creció hasta DO600 de aproximadamente 0,4 y se indujo con 0,2% arabinosa y 20
se creció durante 3 horas. Para determinar el contenido celular soluble frente a insoluble, las células se lisaron y las 
fracciones soluble e insoluble se corrieron en un gel de SDS-PAGE.

Resultado:

La proteína de fusión IBT 139.HC776124 se produjo en la forma de cuerpos de inclusión insolubles.

Ejemplo 525

La etiqueta de cuerpo de inclusión pequeña (IBT 186) que comprende un número eficaz de cisteínas entrecruzables 
puede separarse de la mezcla de péptidos escindidos por entrecruzamiento oxidativo y precipitación
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El propósito de este ejemplo es mostrar que una etiqueta de cuerpo de inclusión pequeña (por ejemplo, IBT 186; SEQ ID 
NOs: 26 y 27) que contiene un número eficaz de residuos de cisteína entrecruzables (IBT 186 contiene 4 residuos de 
cisteína) puede dirigir la formación de cuerpos de inclusión a la vez que es fácil de separar usando entrecruzamiento 
oxidativo. El ejemplo también muestra que una etiqueta de cuerpo de inclusión pequeña que previamente se ha 
mostrado que es eficaz en la inducción de la formación de cuerpos de inclusión puede modificarse para contener una 5
cantidad eficaz de residuos de cisteína entrecruzables (IBT 186 deriva de la etiqueta pequeña IBT 139 (Ejemplos 3-4) 
con cuatro cisteínas entrecruzables distribuidas en su secuencia) a la vez que mantiene su capacidad de dirigir 
eficazmente la formación de cuerpos de inclusión. La presencia de cuatro cisteínas permite una precipitación sencilla de 
la etiqueta después de la escisión de la etiqueta y el péptido.

Construcción, clonación y análisis inicial de IBT 186.HC776124:10

La molécula de ácido nucleico (SEQ ID NO: 26) que codifica IBT 186 se sintetizó por DNA2.0 (Menlo Park, CA) y se 
clonó en los sitios de restricción NdeI (5') y BamHI (3') del plásmido pLR186 (expresión dirigida por el promotor pBAD) 
para preparar una fusión con la construcción HC776124, creando un gen quimérico (SEQ ID NO: 28) que codifica el 
péptido de fusión IBT 186.HC776124 (SEQ ID NO: 29). El plásmido resultante (pLR238) se transformó en E. coli
MG1655 (ATCC 46076™) con el operón araBAD delecionado.15

Se inocularon 3 mL de crecimiento en LB (más 100 g/mL de ampicilina) con 30 L de un cultivo de toda la noche. El 
cultivo se creció hasta DO600 de aproximadamente 0,4 y se indujo con 0,2% arabinosa y se creció durante 3 horas. Para 
determinar el contenido celular soluble frente a insoluble, las células se lisaron y las fracciones soluble e insoluble se 
corrieron en un gel de SDS-PAGE. La proteína de fusión se produjo en la forma de cuerpos de inclusión insolubles.

Preparación a gran escala y aislamiento de la proteína de fusión IBT 186.HC776124:20

Condiciones de crecimiento:

Se fermentaron células de E. coli en un recipiente de 10 L a no ser que se indique otra cosa. La fermentación transcurrió 
en tres estadios:

1. Preparación de 125 mL de inóculo de siembra. Las células que contienen la construcción de interés se inocularon en 
125 mL de medio de siembra 2YT (10 g/L de extracto de levadura, 16 g/L de triptona, 5 g/L de NaCl y antibiótico 25
apropiado) y se crecieron durante varias horas a 37

0
C.

2. Crecimiento en fase discontinua. Los 125 mL de inoculo de añadieron a 6 L de medio discontinuo (9 g/L de KH2PO4, 4 
g/L de (NH4)2HPO4 1,2 g/L de MgSO4.7 H2O, 1,7 g/L de ácido cítrico, 5 g/L de extracto de levadura, 0,1 mL/L de 
antiespumante Biospumex 153K, 4,5 mg/L de Tiamina.HCl, 23 g/L de glucosa, 10 mL/L de elementos traza, 50 mg/L de 
uracilo, antibiótico apropiado, pH 6,7) a 37

0
C.30

3. Crecimiento en fase de alimentación discontinua. Después de aproximadamente 12 horas de crecimiento en la fase 
discontinua, se inició la fase de alimentación discontinua. Se añadió medio de alimentación discontinua (2 g/L de 
MgSO4.7 H2O, 4 g/L de (NH4)2HPO4, 9 g/L de KH2PO4, 1-2 g/min de Glucosa) a una velocidad constante al reactor 
durante aproximadamente 15 horas a 37

0
C. 4 horas antes del final de la fase de alimentación discontinua, las células se 

indujeron para expresar el POI mediante la adición de 2 g/L de L-arabinosa.35

Procesamiento del caldo de fermentación, entrecruzamiento oxidativo y análisis

El caldo completo de la fermentación se pasó a través de un homogeneizador de tipo Gaulin APV modelo 2000 a 12.000 
psi (82.700 kPa) durante tres pasadas. El caldo se enfrió hasta por debajo de 5

0
C antes de cada homogeneización. El 

caldo homogeneizado se procesó inmediatamente mediante una centrífuga de discos apilados WHISPERFUGE™ 
Westfalia (Westfalia Separator Inc., Northvale, NJ) a 600 mL/min y una fuerza centrífuga relativa (RCF) de 12.000 para 40
separar los cuerpos de inclusión de los restos celulares suspendidos e impurezas disueltas. La pasta recuperada se 
resuspendió a 15 g/L (en seco) en agua y el pH se ajustó a aproximadamente 10,0 usando NaOH. La suspensión se 
pasó a través del homogeneizador de tipo Gaulin APV 2000 a 12.000 psi (82.700 kPa) en un único paso para 
proporcionar mezclado vigoroso. La suspensión homogeneizada a pH 10 se procesó inmediatamente en una centrífuga 
de discos apilados WHISPERFUGE™ Westfalia a 600 mL/min y 12.000 RCF para separar los cuerpos de inclusión 45
lavados de los restos celulares suspendidos e impurezas disueltas. La pasta recuperada se resuspendió a 15 gm/L (en 
seco) en agua pura. La suspensión se pasó a través del homogeneizador de tipo Gaulin APV 2000 a 12.000 psi (82.700 
kPa) en un único paso para proporcionar mezclado vigoroso. La suspensión homogeneizada se procesó inmediatamente 
en una centrífuga de discos apilados WHISPERFUGE™ Westfalia a 600 mL/min y 12.000 RCF para separar los cuerpos 
de inclusión lavados de los restos celulares suspendidos residuales y NaOH. La pasta recuperada se resuspendió en 50
agua pura a 25 gm/L (en seco) y el pH de la mezcla se ajustó a 2,2 usando HCl. La suspensión acidificada se calentó 
hasta 70

0
C durante 14 horas para completar la escisión del sitio DP separando el péptido de fusión del péptido producto. 
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Se neutralizó el pH del producto (nota: el pH usado puede variar dependiendo de la solubilidad del péptido que se está 
recuperando) y se enfrió hasta 5

0
C y se mantuvo durante 12 horas. Durante esta etapa la suspensión se mantuvo en 

una botella de 500 mL ó 1 L llena no más de 3/4 para asegurar la presencia adecuada de oxígeno para asegurar el 
entrecruzamiento de cisteínas mediante la formación de disulfuro. La mezcla se centrifugó a 9.000 RCF durante 30 
minutos y el sobrenadante se decantó para análisis de HPLC.5

Análisis por HPLC

El sobrenadante se filtró con una membrana de 0,2 micrómetros. El producto filtrado se cargó en una columna de 
cromatografía de fase inversa de 22 x 250 mm GraceVydac (218TP1022) que contenía medio C18 de 10 micrómetros 
que se preacondicionó con 10% acetonitrilo (ACN), 90% agua con 0,1% v/v ácido trifluoroacético (TFA). El producto se 
recuperó en un estado purificado eluyendo la columna con un gradiente de agua y acetonitrilo (ACN) que subió de 10% a 10
25% de acetonitrilo (ACN) en agua con TFA a 0,1% v/v a temperatura ambiente y aproximadamente 10 mL/min. Se usó 
detección espectrofotométrica a 220 nm para monitorizar y seguir la elución del péptido producto.

Entrecruzamiento oxidativo para separar la IBT del péptido de interés

La proteína se purificó como se ha descrito anteriormente. Después de la escisión con ácido y neutralización del pH, la 
mezcla se almacenó a 5

0
C durante aproximadamente 6 horas para permitir que las cisteínas formaran enlaces de 15

entrecruzamiento. La exposición al aire ambiente proporcionó oxígeno para producir el entrecruzamiento de las 
cisteínas. La mezcla se centrifugó a 9.000 RCF durante 30 minutos y la etiqueta de cuerpo de inclusión precipitada se 
separó del péptido de interés soluble.

Resultados después del entrecruzamiento oxidativo:

El análisis en gel por SDS-PAGE tanto de la pasta de precipitado como de la fracción soluble remanente mostró la 20
presencia de IBT 186 en la pasta insoluble y HC776124 que permanecía en la fracción soluble. Esto se confirmó 
adicionalmente por HPLC, que mostró la presencia de HC776124 sólo en la fracción soluble (véase la Tabla 4).

Ejemplo 6

La etiqueta de cuerpo de inclusión pequeña IBT 139(5C) que comprende una cantidad eficaz de cisteínas entrecruzables 
puede separarse de la mezcla de péptidos escindidos por entrecruzamiento oxidativo y precipitación25

El propósito de este ejemplo es mostrar que otra etiqueta de cuerpo de inclusión pequeña (por ejemplo, IBT 139(5C); 
SEQ ID NO: 265) que contiene un número eficaz de residuos de cisteína entrecruzables (IBT 139(5C) contiene 5 
residuos de cisteína) puede dirigir la formación de cuerpos de inclusión a la vez que es fácil de separar usando 
entrecruzamiento oxidativo. El ejemplo también muestra que una etiqueta de cuerpo de inclusión pequeña que 
previamente se ha mostrado que es eficaz induciendo la formación de cuerpos de inclusión puede modificarse para 30
contener una cantidad eficaz de residuos de cisteína entrecruzables (IBT 139 (5C) deriva de la etiqueta pequeña IBT 139 
(Ejemplo 4) con cinco cisteínas distribuidas en su secuencia) a la vez que mantiene su capacidad de dirigir eficazmente 
la formación de cuerpos de inclusión. La presencia de cinco cisteínas permite una precipitación sencilla de la etiqueta 
después de la escisión de la etiqueta y el péptido de interés.

Construcción: IBT 139(5C)-HC776124 (pLR435) (SEQ ID NOs: 266-267)35

Clonación y análisis inicial de IBT 139(5C).HC776124:

La secuencia codificadora (SEQ ID NO: 264) que codifica IBT 139(5C) (SEQ ID NO: 265) se sintetizó por DNA2.0 (Menlo 
Park, CA) y se clonó en los sitios de restricción NdeI (5') y BamHI (3') del plásmido pLR186 (expresión dirigida por el 
promotor pBAD) para preparar una fusión con la construcción HC776124 (SEQ ID NO: 22), creando el plásmido pLR435 
(SEQ ID NO: 263). El plásmido se transformó en E. coli MG1655 (ATCC 46076™) con el operón araBAD nativo 40
delecionado. La secuencia de IBT 139(5C) que comprende los 5 residuos de cisteína (en negrita) se proporciona a 
continuación.

IBT 139(5C): 
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Se inocularon 3 mL de crecimiento en LB (más 100 g/mL de ampicilina) con 30 L de un cultivo de toda la noche. El 
cultivo se creció hasta DO600 de aproximadamente 0,4 y se indujo con 0,2% arabinosa y se creció durante 3 horas. Para 
determinar el contenido celular soluble frente a insoluble, las células se lisaron y las fracciones soluble e insoluble se 
corrieron en un gel de SDS-PAGE. La proteína de fusión producida se produjo de nuevo como cuerpos de inclusión 
insolubles.5

Producción de la proteína producto:

La proteína se produjo y se procesó como se ha descrito anteriormente (Ejemplo 5). Después de la escisión con ácido y 
neutralización del pH, la mezcla se almacenó a 5

0
C durante aproximadamente 6 horas para permitir que los residuos de 

cisteína se oxiden y formen enlaces de entrecruzamiento. La exposición al aire ambiente proporcionó oxígeno suficiente 
para producir el entrecruzamiento de las cisteínas. La mezcla se centrifugó posteriormente a 9.000 RCF durante 30 10
minutos y la etiqueta de cuerpo de inclusión precipitada se separó del péptido de interés soluble.

Resultados:

El análisis en gel por SDS-PAGE tanto de la pasta de precipitado como de la fracción soluble remanente mostró la 
presencia de IBT 139(5C) en la pasta insoluble y HC776124 que permanecía en la fracción soluble. Esto se confirmó 
adicionalmente por HPLC (véase el método descrito en el Ejemplo 5), que mostró la presencia de HC776124 sólo en la 15
fracción soluble. Los resultados de los experimentos de entrecruzamiento se resumen en la Tabla 4.

Ejemplo 7

La introducción de múltiples cisteínas en el extremo de una etiqueta de cuerpo de inclusión estimula el entrecruzamiento 
oxidativo mientras retiene la capacidad de dirigir eficazmente a los péptidos de fusión en cuerpos de inclusión

El propósito de este ejemplo es mostrar que la adición de al menos un resto de cisteína entrecruzable que comprende un 20
número eficaz de residuos de cisteína al extremo de una etiqueta de cuerpo de inclusión crea una IBT entrecruzable, 
incluso cuando las cisteínas están espaciadas cercanas entre sí. Se añadió un resto de cisteína entrecruzable a una 
etiqueta de cuerpo de inclusión desprovista normalmente de residuos de cisteína entrecruzables (es decir, IBT 139; SEQ 
ID NO: 21), creando una etiqueta modificada con cisteína "IBT 139.CCPGCC" (SEQ ID NOs: 30-31). La adición del resto 
no alteró la capacidad de la IBT de dirigir la formación de cuerpos de inclusión mientras que la modificación facilitó la 25
separación sencilla de la etiqueta usando entrecruzamiento oxidativo. Los resultados de los experimentos de 
entrecruzamiento se resumen en la Tabla 4.

Clonación y análisis inicial del péptido de fusión IBT 139.CCPGCC.HC776124:

Para facilitar el entrecruzamiento, se introdujo la etiqueta de tetracisteína CCPGCC (SEQ ID NOs: 32-33) en el extremo 
de la secuencia estimuladora de cuerpo de inclusión IBT 139 (SEQ ID NO: 21) que no contiene naturalmente residuos de 30
cisteína, resultando en IBT 139.CCPGCC (SEQ ID NOs: 30 y 31). La etiqueta de tetracisteína CCPGCC es el resto de 
unión al marcador de biarsénico LUMIO™. El kit de detección LUMIO™ Green se obtuvo de Invitrogen (Invitrogen, 
Carlsbad, CA).

Los oligonucleótidos que codifican la etiqueta de tetracisteína fueron sintetizados por Sigma Genosys. El oligo de la 
cadena superior 5'-GATCTTGCTGTCCGGGCTGTTGCG-3' (SEQ ID NO: 34) y el oligo de la cadena inferior 5'-35
GATCCGCAACAGCCCGGACAGCAA-3' (SEQ ID NO: 35) se hibridaron con una protuberancia BgIII en el extremo 5' y 
una protuberancia BamHI en el extremo 3'. El fragmento bicatenario hibridado se clonó en el sitio BamHI de un plásmido 
de expresión de péptido pLR186, creando el plásmido pLR199. El plásmido pLR199 contenía el péptido de interés 
HC776124 fusionado con la secuencia estimuladora de cuerpo de inclusión IBT 139 expresada por el promotor PBAD. El 
clon resultante contenía la etiqueta de tetracisteína CCPGCC (SEQ ID NO: 33) insertada después de la secuencia 40
estimuladora de cuerpo de inclusión y antes del sitio de escisión con ácido. La molécula de ácido nucleico que codifica el 
péptido de fusión IBT 139.CCPGCC.HC776124 se proporciona como SEQ ID NO: 36 y el péptido de fusión resultante se 
proporciona como SEQ ID NO: 37.

La introducción del resto de tetracisteína no afectó la expresión o localización de los péptidos corriendo un número 
equivalente de células en un gel de proteínas y observando los mismos niveles de expresión. Se mostró que la proteína 45
sobreexpresada estaba en la forma de cuerpos de inclusión tratando las células con CELLYTIC™ Express y verificando 
que estaban en la fracción insoluble. La secuencia estimuladora de cuerpo de inclusión IBT 139 con la adición de la 
etiqueta entrecruzable CCPGCC no alteró la capacidad de la etiqueta de cuerpo de inclusión de formar cuerpos de 
inclusión (Tabla 4).

50
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Producción de proteína producto:

La proteína se produjo purificada como se describe en el Ejemplo 5. Después de la escisión con ácido y neutralización 
del pH, la mezcla se almacenó a 5

0
C durante al menos 6 horas para permitir que las cisteínas formaran enlaces de 

entrecruzamiento. La exposición al aire ambiente proporcionó oxígeno para producir el entrecruzamiento de las 
cisteínas. La mezcla se centrifugó a 9.000 RCF durante 30 minutos y la etiqueta precipitada se separó del péptido 5
soluble.

Resultados:

El análisis en gel por SDS-PAGE tanto de la pasta precipitada como de la fracción soluble remanente mostró la 
presencia de la etiqueta de cuerpo de inclusión (IBT 139.CCPGCC) en la pasta insoluble y el péptido de interés 
(HC776124) que permanecía en la fracción soluble. Esto se confirmó adicionalmente por análisis HPLC, que mostró la 10
presencia de HC776124 sólo en la fracción soluble. Los resultados de los experimentos de entrecruzamiento se resumen 
en la Tabla 4.

Tabla 4. Resumen de los resultados de entrecruzamiento

Construcción Evaluada IBT Induce la 
Formación de IB en la 
Célula

Número de Cisteínas en 
la etiqueta de cuerpo de 
inclusión

Separación mediante 
Entrecruzamiento 
Oxidativo y 
Centrifugación

IBT 139.HC776124 Sí Ninguno No

IBT 186.HC776124 Sí 4 Sí

IBT 139.CCPGCC.HC776124 Sí 4 Sí

IBT 139(5C).HC776124 Sí 5 Sí

Ejemplo 815

Preparación de etiquetas de cuerpo de inclusión adicionales

Se diseñaron etiquetas de cuerpo de inclusión adicionales basadas en IBT 136. El esquema global para ensayar 
secuencias de pareja de fusión (IBT 182, IBT 183, IBT 184, IBT 185, IBT 186 (también evaluada con HC776124 como se 
ha descrito anteriormente), IBT 187a e IBT 187b) fue diseñar oligonucleótidos de ADN que (cuando hibridan) generan los 
extremos cohesivos requeridos para la clonación direccional de la pareja de fusión en marco con el péptido de expresión 20
de ensayo, HC77643.

Se ensamblaron varias combinaciones de oligonucleótidos sintéticos complementarios que tenían codones con uso 
sesgado de codón de E. coli. Se diseñaron las parejas de oligonucleótidos para ensayar varias modificaciones de 
secuencia basadas en la secuencia de IBT 136 (Tabla 5).

Generación y ensayo de posibles IBT25

Una molécula de ácido nucleico (SEQ ID NO: 38) que codifica la secuencia de aminoácidos de IBT 182 
(QQHFHWHFQQQPRGQQHFHWHFQQQPEGQQHFHWHFQQQ; SEQ ID NO: 39) se ensambló a partir de dos 
oligonucleótidos sintéticos complementarios con uso sesgado de codón de E. coli (Sigma-Genosys). Se incluyeron 
protuberancias en cada oligonucleótido para generar extremos hibridables compatibles con los sitios de restricción NdeI 
y BamHI.30

Los oligonucleótidos se hibridaron combinando 100 pmoles de cada oligonucleótido en agua desionizada en un tubo y 
calentando en un baño de agua ajustado a 99

0
C durante 10 minutos después de lo cual el baño de agua se apagó. Se 

dejó que los oligonucleótidos hibridaran lentamente hasta que el baño de agua alcanzó la temperatura ambiente (20-
25

0
C). Los oligonucleótidos hibridados se diluyeron en 100 L de agua antes de ligación en el vector de ensayo. El 

vector pSF043 (SEQ ID NO: 50) comprende el péptido de interés HC77643 unido a la etiqueta de cuerpo de inclusión 35
KSI(C4) (SEQ ID NOs: 52-53), resultando en el péptido de fusión KSI(C4).HC77643 (SEQ ID NOs: 54-55). El vector se 
digirió en Tampón 2 (New England BioLabs, Beverly MA) que comprende 10 mM Tris-HCl, 10 mN MgCl2, 50 mM NaCl, 1 
mM ditiotreitol (DTT); pH 7,9) con las enzimas de restricción NdeI y BamHI para liberar un fragmento de 381 pares de 
bases (pb) correspondiente a IBT KSI(C4).

E08782229
16-12-2013ES 2 439 702 T3

 



31

Los fragmentos NdeI-BamHI del plásmido digerido se separaron por electroforesis en gel de agarosa y el vector se 
purificó del gel usando el Kit de Extracción de Gel Qiagen QIAquick (QIAGEN Valencia, CA; cat# 28704).

Los oligonucleótidos diluidos e hibridados (aproximadamente 0,2 pmoles) se ligaron con ADN Ligasa T4 (New England 
BioLabs Beverly, MA; catálogo #M0202) al plásmido digerido con NdeI-BamHI, purificado en gel (aproximadamente 50 
ng) a 120C durante 18 horas. El análisis de la secuencia de ADN confirmó la secuencia plasmídica esperada.5

El vector de expresión que comprende el gen quimérico que codifica IBT 182 fusionada con el péptido de interés 
HC77643 se transformó en la cepa de E. coli BL21-A1 con expresión inducible por arabinosa (Invitrogen). Para producir 
la proteína recombinante, se inocularon 3 mL de caldo LB-ampicilina (10 g/L de bacto-triptona, 5 g/L de extracto de 
bacto-levadura, 10 g/L de NaCl, 100 mg/L de ampicilina; pH 7,0) con una colonia de las bacterias transformadas y el 
cultivo se agitó a 37

0
C hasta que la DO600 alcanzó 0,6. La expresión se indujo añadiendo 0,03 mL de 20% L-arabinosa 10

(concentración final 0,2%, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) al cultivo y la agitación se continuó durante otras 3 horas. 
Para el análisis de células completas, 0,1 mL de células DO600 se recogió, se sedimentó y se añadieron 0,06 mL de 
tampón de muestra de SDS PAGE (1X Tampón de Muestra LDS (Invitrogen cat# NP0007), 6 M urea, 100 mM DTT) 
directamente a las células completas. Las muestras se calentaron a 99

0
C durante 10 minutos para solubilizar las 

proteínas. Las proteínas solubilizadas se cargaron en geles con gradiente 4-12% MES NUPAGE (geles NUPAGE cat 15
#NP0322, Tampón MES cat#NP0002; Invitrogen) y se visualizó con tinción COOMASSIE G-250 (SimplyBlue™ 
SafeStain; Invitrogen; cat# LC6060) para la formación de cuerpos de inclusión.

El esquema anterior de clonación y expresión se repitió para IBT 183, IBT 184, IBT 185, IBT 186, IBT 187a e IBT 187b. 
Se generó IBT 187b como un artefacto de clonación de IBT 187a. Se determinó la presencia o ausencia del péptido de 
fusión en la forma de cuerpos de inclusión. Se determinó la secuencia de las diferentes etiquetas de cuerpo de inclusión 20
así como su capacidad para dirigir la formación de cuerpos de inclusión de un péptido de interés normalmente soluble 
(HC77643) y se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5: Resumen de los resultados obtenidos por IBT adicionales derivadas de IBT 136. Se determinó la presencia o 
ausencia de la formación de cuerpos de inclusión.

Tabla 5.

5
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>30
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<212> ADN
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<220>
<223> Construcción sintética – secuencia de ácido nucleico que codifica la etiqueta de tetracisteína15

<400> 32

tgctgtccgg gctgttgc 18

<210> 33
<211> 6
<212> PRT20
<213> secuencia artificial

<220>
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<400> 46

<210> 4710
<211> 39
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética. Etiqueta del cuerpo de inclusión IBT187a15

<400> 47

<210> 48
<211> 162
<212> ADN20
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética. Secuencia de ácido nucleico que codifica la etiqueta del cuerpo de inclusión IBT187b

<400> 48

25

E08782229
16-12-2013ES 2 439 702 T3

 



56

<210> 49
<211> 53
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>5
<223> Construcción sintética. Etiqueta del cuerpo de inclusión IBT187b

<400> 49

<210> 50
<211> 521410
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Plásmido

<400> 5015

E08782229
16-12-2013ES 2 439 702 T3

 



57

E08782229
16-12-2013ES 2 439 702 T3

 



58

E08782229
16-12-2013ES 2 439 702 T3

 



59

<210> 51
<211> 6010
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> Plásmido

<400> 51

E08782229
16-12-2013ES 2 439 702 T3

 



60

E08782229
16-12-2013ES 2 439 702 T3

 



61

E08782229
16-12-2013ES 2 439 702 T3

 



62

ES 2 439 702 T3

 



63

<210> 52
<211> 381
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> Construcción sintética. Secuencia de ácido nucleico que codifica KSI(C4)

<400> 52

<210> 5310
<211> 125
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética. KSI(C4)15

<400> 53

ES 2 439 702 T3

 



64

<210> 54
<211> 570
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> Construcción sintética. Gen quimérico que codifica el péptido de fusión KSI(C4)-HC77643

<400> 54

<210> 5510
<211> 188
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética. Péptido de fusión KSI(C4)-HC7764315

<400> 55

ES 2 439 702 T3

 



65

<210> 56
<211> 4
<212> PRT
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> Construcción sintética. Espaciador

<400> 56

<210> 5710
<211> 4
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética. Espaciador15

<400> 57

ES 2 439 702 T3

 



66

<210> 58
<211> 11
<212> PRT
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> Construcción sintética. Secuencia central repetida

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_MISC
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<222> (5) .. (5)
<223> Xaa = Gln, His, o Lys15

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
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<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
<222> (9) .. (9)
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<220>
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<211> 1210
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<223> Dominio del péptido de unión al pelo
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<210> 77
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo
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<210> 7825
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo30
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<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo30
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<213> Secuencia artificial

<220>
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<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo
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<210> 8825
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo30
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<213> Secuencia artificial

<220>
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<400> 89

40
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<220>5
<223> Dominio del péptido de unión al pelo
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<211> 710
<212> PRT
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<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 9115
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial20

<220>
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<220>
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<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 94

<210> 95
<211> 710
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 9515

<210> 96
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 96

<210> 9725
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo30
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<211> 7
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo
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<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 99

<210> 100
<211> 1210
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 100 15

<210> 101
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 101 

<210> 10225
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo30

<400> 102 

<210> 103
<211> 12
<212> PRT35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 103
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<210> 104
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 104

<210> 105
<211> 1110
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 105 15

<210> 106
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 106

<210> 10725
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo30

<400> 107

<210> 108
<211> 12
<212> PRT35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 108
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<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 109

<210> 11010
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo15
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<211> 12
<212> PRT20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 111
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<213> Secuencia artificial
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<223> Dominio del péptido de unión al pelo
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<212> PRT
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<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 11340
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<210> 114
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 114 

                             10

<210> 115
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 115

<210> 116
<211> 1220
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 11625

<210> 117
<211> 13
<212> PRT
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 117

<210> 11835
<211> 12
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 118 

5

<210> 119
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 119

<210> 120
<211> 1215
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 120 20

<210> 121
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 121

<210> 12230
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo35

<400> 122

<210> 123
<211> 7
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 1235

<210> 124
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 124

<210> 12515
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo20

<400> 125

<210> 126
<211> 7
<212> PRT25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 126

30

<210> 127
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>35
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 127

<210> 128
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<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo5

<400> 128

<210> 129
<211> 12
<212> PRT10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 129

15

<210> 130
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 130

<210> 131
<211> 725
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 13130

<210> 132
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 132
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<210> 133
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 133

<210> 134
<211> 1210
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 13415

<210> 135
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 135

<210> 13625
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo30

<400> 136

<210> 137
<211> 7
<212> PRT35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 137

40
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<210> 138
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 138

<210> 139
<211> 710
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<220>15
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
<222> (2)..(2)
<223> X= H, R o N

<400> 139

20

<210> 140
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
<222> (2)..(2)
<223> X=H o R o N30

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
<222> (2)..(2)
<223> X= H, R, o N

<400> 14035

<210> 141
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 141
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<210> 142
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo

<400> 142 

<210> 14310
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión al pelo15

<400> 143

<210> 144
<211> 15
<212> PRT20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión al pelo

<400> 144

25

<210> 145
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Péptido de unión al pelo

<400> 145

<210> 146
<211> 2035
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión al pelo

<400> 14640
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<210> 147
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Péptido de unión al pelo

<400> 147

<210> 14810
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión a la piel15

<400> 148

<210> 149
<211> 12
<212> PRT20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión a la piel

<400> 149 

25

<210> 150
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Dominio del péptido de unión a la piel

<400> 150
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<210> 151
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Dominio del péptido de unión a la piel

<400> 151

<210> 152
<211> 710
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión a la piel

<400> 15215

<210> 153
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Dominio del péptido de unión a la piel

<400> 153

<210> 15425
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión a la piel30

<400> 154

<210> 155
<211> 7
<212> PRT35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión a la piel

<400> 155

40
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<210> 156
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Dominio del péptido de unión a las uñas

<400> 156

<210> 157
<211> 1210
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio del péptido de unión a las uñas

<400> 157 15

<210> 158
<211> 17
<212> PRT
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 158

<210> 15925
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano30

<400> 159

<210> 160
<211> 16
<212> PRT35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano
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<400> 160

<210> 161
<211> 14
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 161 

10

<210> 162
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 162

<210> 163
<211> 1720
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 16325

<210> 164
<211> 13
<212> PRT
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 164

<210> 16535
<211> 16
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 165

5

<210> 166
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<2.20>10
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 166

<210> 167
<211> 1615
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 16720

<210> 168
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 168

<210> 16930
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano35

<400> 169

<210> 170
<211> 19
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 1705

<210> 171
<211> 17
<212> PRT
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 171

<210> 17215
<211> 13
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano20

<400> 172

<210> 173
<211> 15
<212> PRT25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 173

30

<210> 174
<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>35
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano
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<400> 174 

<210> 175
<211> 13
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 175

10

<210> 176
<211> 13
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 176

<210> 177
<211> 1220
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 17725

<210> 178
<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 178 

<210> 17935
<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 179 

<210> 180
<211> 145
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido antimicrobiano

<400> 18010

<210> 181
<211> 36
<212> PRT
<213> Hyalophora cecropia15

<400> 181

<210> 182
<211> 2320
<212> PRT
<213> Xenopus sp.

<400> 182

<210> 18325
<211> 22
<212> PRT
<213> Xenopus sp.

<400> 183
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<210> 184
<211> 12
<212> PRT
<213> Bos taurus5

<400> 184

<210> 185
<211> 13
<212> PRT10
<213> Bos sp.

<400> 185

<210> 186
<211> 2415
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 186

<210> 18720
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido de unión al pigmento25

<400> 187

<210> 188
<211> 7
<212> PRT30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencias del péptido de unión al pigmento

ES 2 439 702 T3

 



94

<400> 188

<210> 189
<211> 12
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido de unión al pigmento

<400> 189

10

<210> 190
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Secuencia del péptido de unión al pigmento

<400> 190

<210> 191
<211> 720
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido de unión al pigmento

<400> 19125

<210> 192
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Secuencia del péptido de unión al pigmento

<400> 192

<210> 19335
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencias del péptido de unión al pigmento40
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<400> 193

<210> 194
<211> 7
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido de unión al pigmento

<400> 194

10

<210> 195
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Secuencias del péptido de unión al pigmento

<400> 195

<210> 196
<211> 1220
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido de unión al pigmento

<400> 19625

<210> 197
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Secuencias del péptido de unión al pigmento

<400> 197

<210> 19835
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Secuencia del péptido de unión al pigmento

<400> 198

<210> 199
<211> 125
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido de unión al pigmento

<400> 19910

<210> 200
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Secuencia del péptido de unión al pigmento

<400> 200

<210> 20120
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencias del péptido de unión al pigmento25

<400> 201

<210> 202
<211> 12
<212> PRT30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencias del péptido de unión al pigmento

<400> 202

35

<210> 203
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencias del péptido de unión al pigmento

<400> 203

<210> 2045
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencias del péptido de unión al pigmento10

<400> 204

<210> 205
<211> 12
<212> PRT15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencias del péptido de unión al pigmento

<400> 205

20

<210> 206
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Secuencia del péptido de unión al pigmento

<400> 206

<210> 207
<211> 1230
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido de unión al pigmento

<400> 20735

<210> 208
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial40
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<220>
<223> Secuencias del péptido de unión al pigmento

<400> 208

<210> 2095
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencias del péptido de unión al pigmento10

<400> 209

<210> 210
<211> 12
<212> PRT15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del péptido de unión al pigmento

<400> 210

20

<210> 211
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Secuencias del péptido de unión al pigmento

<400> 211

<210> 212
<211> 730
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a celulosa

<400> 21235

<210> 213
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial40
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<220>
<223> Péptido de unión a celulosa

<400> 213

<210> 2145
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a celulosa10

<400> 214

<210> 215
<211> 12
<212> PRT15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a celulosa

<400> 215

20

<210> 216
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Péptido de unión a celulosa

<400> 216

<210> 217
<211> 1230
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a celulosa

<400> 21735

<210> 218
<211> 12
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a poli(etilen tereftalato)

<400> 218

5

<210> 219
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Péptido de unión a polimetilmetacrilato

<400> 219

<210> 220
<211> 1215
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a polimetilmetacrilato

<400> 22020

<210> 221
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Péptido de unión a polimetilmetacrilato

<400> 221

<210> 22230
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a polimetilmetacrilato35

<400> 222

<210> 223
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<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a polimetilmetacrilato5

<400> 223 

<210> 224
<211> 7
<212> PRT10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a polimetilmetacrilato

<400> 224

15

<210> 225
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Péptido de unión a polimetilmetacrilato

<400> 225

<210> 226
<211> 725
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a polimetilmetacrilato

<400> 22630

<210> 227
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> Péptido de unión a polimetilmetacrilato

<400> 227 
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<210> 228
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Péptido de unión a polimetilmetacrilato

<400> 228

<210> 229
<211> 710
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a polimetilmetacrilato

<400> 22915

<210> 230
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Péptido de unión al nilón

<400> 230

<210> 23125
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión al nilón30

<400> 231

<210> 232
<211> 7
<212> PRT35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión al nilón

<400> 232
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<210> 233
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Péptido de unión al nilón

<400> 233

<210> 23410
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión al nilón15

<400> 234 

<210> 235
<211> 7
<212> PRT20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión al nilón

<400> 235

25

<210> 236
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Péptido de unión a poli(tetrafluoroetileno)

<400> 236

<210> 237
<211> 1235
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a poli(tetrafluoroetileno)

<400> 23740
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<210> 238
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Péptido de unión a poli(terafluoroetileno)

<400> 238

<210> 23910
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión poli(tetrafluoroetileno)15

<400> 239

<210> 240
<211> 12
<212> PRT20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión  poli(tetrafluoroetileno)

<400> 240

25

<210> 241
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Péptido de unión a poli(tetrafluoroetileno)

<400> 241

<210> 242
<211> 1235
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a poli(tetrafluoroetileno)

<400> 24240
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<210> 243
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Péptido de unión a poli(tetrafluoroetileno)

<400> 243

<210> 24410
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a poli(tetrafluoroetileno)15

<400> 244

<210> 245
<211> 27
<212> PRT20
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a arcilla

<400> 245

25

<210> 246
<211> 27
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>30
<223> Péptido de unión a arcilla

<400> 246
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<210> 247
<211> 27
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>5
<223> Péptido de unión a arcilla

<400> 247

<210> 248
<211> 2710
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a arcilla

<400> 24815

<210> 249
<211> 22
<212> PRT
<213> secuencia artificial20

<220>
<223> Péptido de unión a arcilla

<400> 249 

25

<210> 250
<211> 22
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>30
<223> Péptido de unión a arcilla

<400> 250
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<210> 251
<211> 17
<212> PRT
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> Péptido de unión a arcilla

<400> 251 

<210> 25210
<211> 19
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a arcilla15

<400> 252 

<210> 253
<211> 27
<212> PRT20
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a arcilla

<400> 253 

25

<210> 254
<211> 27
<212> PRT
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> Péptido de unión a arcilla

<400> 254 

<210> 2555
<211> 27
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a arcilla10

<400> 255 

<210> 256
<211> 27
<212> PRT15
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a arcilla

<400> 256 

20

<210> 257
<211> 27
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>25
<223> Péptido de unión a arcilla

<400> 257 
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<210> 258
<211> 27
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>5
<223> Péptido de unión a arcilla

<400> 258 

<210> 259
<211> 2710
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a arcilla

<400> 259 15

<210> 260
<211> 24
<212> PRT
<213> secuencia artificial20

<220>
<223> Péptido de unión a arcilla

<400> 260 

<210> 26125
<211> 5
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de escisión de Caspasa-3.30

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
<222> (5)..(5)
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<223> Xaa = cualquier aminoácido natural excepto Pro, Glu, Asp, Gln, Lys, y Arg.

<400> 261

<210> 262
<211> 225
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética. Etiqueta del cuerpo de inclusión

<220>10
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
<222> (3)..(3)
<223> Xaa = Arg, His, o Lys

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA15
<222> (5)..(5)
<223> Xaa = Gln, His, o Lys

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
<222> (7)..(7)20
<223> Xaa = Gln, His, o Lys

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
<222> (9)..(9)
<223> Xaa = Glu o Gln25

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
<222> (10)..(10)
<223> Xaa = Gln o Lys

<220>30
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
<222> (11)..(11)
<223> Localización del espaciador peptídico que conecta la glutamina en la posición 11 del residuo con la glutamina 
en la posición 12 del residuo.

<220>35
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
<222> (14)..(14)
<223> Xaa = Arg, His, o Lys

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA40
<222> (16)..(16)
<223> Xaa = Gln, His, o Lys

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
<222> (18)..(18)45
<223> Xaa = Gln, His, o Lys

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
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<222> (20)..(20)
<223> Xaa = Glu o Gln

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
<222> (21)..(21)5
<223> Xaa = Gln o Lys

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_MISCELÁNEA
<222> (22)..(22)
<223> Localización de los espaciadores peptídicos adicionales que separan las secuencias centrales adicionales10

<400> 262

<210> 263
<211> 6037
<212> ADN15
<213> secuencia artificial

<220>
<223> plásmido

<400> 263
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<210> 264
<211> 189
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> Etiqueta del cuerpo de inclusión IBT139(5C)

<400> 264

<210> 26510
<211> 63
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Etiqueta del cuerpo de inclusión IBT139(5C)15

<400> 265
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<210> 266
<211> 576
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> Construcción de fusión sintética IBT139(5C).HC776124

<400> 266 

<210> 26710
<211> 190
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construcción de fusión sintética IBT139(5C).HC77612415

<400> 267
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<210> 268
<211> 20
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 268
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<210> 269
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 269

<210> 27010
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes15

<400> 270

<210> 271
<211> 14
<212> PRT20
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 271

25

<210> 272
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>30
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 272
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<210> 273
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>5
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 273 

<210> 274
<211> 2010
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 274 15

<210> 275
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial20

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 275

<210> 27625
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes30

<400> 276 

ES 2 439 702 T3

 



120

<210> 277
<211> 15
<212> PRT
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 277

<210> 27810
<211> 15
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes15

<400> 278

<210> 279
<211> 20
<212> PRT20
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 279

25

<210> 280
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>30
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 280
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<210> 281
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 281

<210> 28210
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes15

<400> 282

<210> 283
<211> 15
<212> PRT20
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 283

25

<210> 284
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>30
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 284
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<210> 285
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>5
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 285 

<210> 286
<211> 1410
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 286 15

<210> 287
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial20

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 287 

<210> 28825
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes30

<400> 288 

<210> 289
<211> 20
<212> PRT35
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 289 

5

<210> 290
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>10
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 290

<210> 291
<211> 2015
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 29120

<210> 292
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial25

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 292

<210> 29330
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 293

<210> 2945
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes10

<400> 294

<210> 295
<211> 18
<212> PRT15
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 295 

20

<210> 296
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>25
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 296 

<210> 297
<211> 2030
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 297 35
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<210> 298
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 298 

<210> 29910
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes15

<400> 299 

<210> 300
<211> 14
<212> PRT20
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 300 

25

<210> 301
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>30
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 301
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<210> 302
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 302 

<210> 30310
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes15

<400> 303 

<210> 304
<211> 14
<212> PRT20
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 304 

25

<210> 305
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>30
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 305 
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<210> 306
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> Péptido de unión a dientes

<400> 306 

<210> 30710
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unión a dientes15

<400> 307 
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REIVINDICACIONES

1. Una etiqueta de cuerpo de inclusión que comprende la estructura general:

Gln-Gln-Xaa1-Phe-Xaa2-Trp-Xaa3-Phe-Xaa4-Xaa5-Gln-Espaciador-[[Gln-Gln-Xaa1-Phe-Xaa2-Trp-Xaa3-Phe-Xaa4-
Xaa5-Gln]-[Espaciador]m]n

en la que5

Xaa1= Arg, His o Lys;

Xaa2= Gln, His o Lys;

Xaa3= Gln, His o Lys;

Xaa4= Glu o Gln;

Xaa5= Gln o Lys;10

n=1 a 10;

m= n-1; y

Espaciador= es un péptido que comprende los aminoácidos seleccionados del grupo que consiste en prolina, arginina, 
glicina, ácido glutámico y cisteína.

2. La etiqueta de cuerpo de inclusión de la reivindicación 1 que comprende además al menos un resto de cisteína 15
entrecruzable que comprende SEQ ID NO: 33.

3. La etiqueta de cuerpo de inclusión de la reivindicación 1 que comprende además al menos un resto de cisteína 
entrecruzable localizado en el extremo amino o el extremo carboxi de dicha etiqueta de cuerpo de inclusión.

4. La etiqueta de cuerpo de inclusión de la reivindicación 1 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 15, SEQ 
ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID 20
NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49 y SEQ ID NO: 265.

5. Un péptido de fusión que comprende la etiqueta de cuerpo de inclusión de la reivindicación 1 o reivindicación 2 unida 
de manera operativa al menos a un péptido de interés.

6. El péptido de fusión de la reivindicación 5 que comprende además al menos un sitio de escisión que separa la etiqueta 
de cuerpo de inclusión del al menos un péptido de interés.25

7. El péptido de fusión de la reivindicación 6 en el que el péptido de interés se selecciona del grupo que consiste en un 
péptido de unión a polímeros, un péptido de unión a pelo, un péptido de unión a uñas, un péptido de unión a piel, un 
péptido de unión a diente, un péptido antimicrobiano, un péptido de unión a arcilla, un péptido de unión a pigmento y un 
péptido de unión a celulosa.

8. Una molécula de ácido nucleico que codifica un péptido de fusión que comprende la etiqueta de cuerpo de inclusión 30
de la reivindicación 1 o reivindicación 2 unida de manera operativa al menos a un péptido de interés.

9. Un casete de expresión que comprende la molécula de ácido nucleico de la reivindicación 8.

10. Un vector que comprende el casete de expresión de la reivindicación 9.

11. Una célula huésped microbiana que comprende el vector de la reivindicación 10.

12. La célula huésped microbiana de la reivindicación 11, en la que la célula huésped se selecciona del grupo que 35
consiste en Aspergillus, Trichoderma, Saccharomyces, Pichia, Yarrowia, Candida, Hansenula, Salmonella, Bacillus, 
Acinetobacter, Zymomonas, Agrobacterium, Erythrobacter, Chlorobium, Chromatium, Flavobacterium, Cytophaga, 
Rhodobacter, Rhodococcus, Streptomyces, Brevibacterium, Corynebacteria, Mycobacterium, Deinococcus, Escherichia, 
Erwinia, Pantoea, Pseudomonas, Sphingomonas, Methylomonas, Methylobacter, Methylococcus, Methylosinus, 
Methylomicrobium, Methylocystis, Alcaligenes, Synechocystis, Synechococcus, Anabaena, Thiobacillus, 40
Methanobacterium, Klebsiella y Myxococcus.

13. Un método para expresar un péptido en forma insoluble que comprende:
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a) sintetizar una construcción genética expresable que codifica un péptido de fusión que comprende una primera parte 
que codifica la etiqueta de cuerpo de inclusión de la reivindicación 1 o reivindicación 2 unida de manera operativa a una 
segunda parte que codifica un péptido de interés;

b) transformar una célula huésped de expresión con la construcción genética de (a);

c) crecer la célula huésped transformada de (b) en condiciones en las que se exprese la construcción genética 5
expresable y el péptido de fusión codificado se produzca en una forma insoluble; y

d) recuperar dicho péptido de fusión en dicha forma insoluble.

14. Un método para la producción de un péptido de interés que comprende:

a) sintetizar una construcción genética que codifica un péptido de fusión que comprende una primera parte que codifica 
la etiqueta de cuerpo de inclusión de la reivindicación 1 o reivindicación 2 unida de manera operativa a una segunda 10
parte que codifica al menos un péptido de interés; en el que dicha primera parte y dicha segunda parte están separadas 
por al menos un conector peptídico escindible;

b) transformar una célula huésped de expresión con la construcción genética de (a);

c) crecer la célula huésped transformada de (b) en condiciones en las que se exprese la construcción genética y el 
péptido de fusión codificado se produzca en una forma insoluble;15

d) recuperar el péptido de fusión en dicha forma insoluble;

e) escindir dicho péptido de fusión dicho al menos un conector peptídico escindible mediante lo cual dicha primera parte 
del péptido de fusión no está ya fusionada con dicha segunda parte; y

f) recuperar dicho péptido de interés.

15. El método bien de 13 ó 14 en el que el péptido de interés se selecciona del grupo que consiste en un péptido de 20
unión a polímeros, un péptido de unión a pelo, un péptido de unión a uñas, un péptido de unión a piel, un péptido de 
unión a diente, un péptido de unión a arcilla, un péptido de unión a pigmento, un péptido de unión a celulosa y un péptido 
antimicrobiano.
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