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DESCRIPCIÓN 
 
Uso de lisozima como marcador 
 
Antecedentes de la invención 5 
 
La expresión y purificación de polipéptidos y proteínas recombinantes es un proceso rutinario en la investigación 
biotecnológica. En general, el proceso de purificación comprende la expresión de un polipéptido deseado en células 
procariotas o EUCARIOTAS, SEGUIDA por la separación de otras partículas no proteináceas y proteináceas de la 
célula hospedadora. Para ello se utilizan diversos tipos de cromatografía para purificar la molécula deseada, v.g., por 10 
tamaño, carga o hidrofobicidad. 
 
Una estrategia específica adicional consiste en utilizar un marcador que se fusiona con el polipéptido de interés. 
Marcadores específicos pueden utilizarse para soportar el plegamiento, solubilidad, estabilidad y expresión del 
polipéptido de interés, mientras que otros marcadores se utilizan principalmente para purificación. Por tanto, el 15 
polipéptido deseado se expresa como constructo de fusión en células procariotas o eucariotas y puede purificarse 
por la vía del marcador fusionado que es detectado por un resto de fijación de antígeno específico. Esta clase de 
estrategia de purificación se conoce como cromatografía de afinidad. 
 
Un marcador de purificación utilizado en la comunidad científica es, v.g., el marcador His. En este caso, los 20 
polipéptidos que se fusionan con un marcador His pueden separarse utilizando, v.g. una columna de purificación con 
iones níquel o cobalto inmovilizados que tienen afinidad fuerte para el marcador His. La proteína se libera luego de 
la columna en un proceso de elución que implica imidazol, que compite con los marcadores His por la fijación de 
níquel o cobalto. Ejemplos adicionales son el marcador Flag y el marcador Strep que se fusionan ambos al 
polipéptido de interés y sirven como antígeno para restos de fijación de antígeno específicos del marcador 25 
respectivo como v.g. anticuerpos o Estreptactina, respectivamente. Estos restos de fijación (v.g., anticuerpos, 
estreptactina o iones metálicos) que se utilizan para purificación (v.g. por el marcador Flag, el marcador Strep o el 
marcador His, respectivamente) pueden inmovilizarse v.g. en un sustrato sólido (v.g. membranas, cuentas). Tales 
sustratos sólidos acoplados con restos de fijación específicos para marcadores definidos pueden utilizarse para 
capturar fácilmente el polipéptido marcado a partir de muestras complejas como lisados o medios acondicionados. 30 
Sin embargo, los marcadores Flag, Strep e His que son péptidos cortos a veces no están accesibles dentro de la 
estructura tridimensional de polipéptidos o proteínas específicos y por tanto no son adecuados para purificación. 
Adicionalmente, la purificación a partir de sobrenadantes de cultivo de células de mamífero por el marcador Strep se 
ve afectada debido a las altas concentraciones de biotina de la mayoría de los medios. 
 35 
Ciertos marcadores globulares mayores pueden soportar el plegamiento, la solubilidad y la expresión de polipéptidos 
difíciles de expresar, tales como proteínas. La mayoría de las tecnologías de fusión de genes disponibles se 
desarrollaron para expresión de E. coli y purificación a partir de lisados brutos. Ejemplos de tales proteínas de fusión 
son MBP (proteína de fijación de maltosa), GST (Glutation-S-Transferasa) y SUMO (proteína pequeña modificadora 
de ubiquitina; véase por ejemplo WO 03/057174). 40 
 
El marcador SUMO ha sido diseñado originalmente para expresión en procariotas (v.g., SUMOproTM Expresión Kit, 
http://www.lifesensors.com), y fue desarrollado más tarde para expresión en mamíferos (SUMOstarTM Expresión Kit, 
http://www.lifesensors.com). SUMO funciona a la vez como una chaperona y como un iniciador del plegamiento de 
proteínas para mejorar la solubilidad y el nivel de expresión de la proteína de interés. Por utilización de una 45 
desumoliasa, el marcador SUMO, fusionado al término N de la proteína de interés, puede separarse dando como 
resultado la producción del término N nativo de la proteína. La fusión del marcador SUMO al término C de la 
proteína de interés no permite la separación del marcador de fusión. La purificación de la proteína diana fusionada al 
marcador SUMO no utiliza el marcador SUMO pero requiere la aplicación de un marcador de purificación tal como el 
marcador His. 50 
 
Una alternativa para la expresión en mamíferos es el uso del marcador Fc que comprende la región bisagra, el 
dominio CH2 y el dominio CH3 de la IgG1 humana. El marcador Fc se utiliza para soportar la expresión, el 
plegamiento y la secreción de polipéptidos específicos y se utiliza también en paralelo como marcador para su 
purificación. Si bien los marcadores His y Flag son péptidos cortos con peso molecular bajo y muy adecuados para 55 
la expresión de polipéptidos y proteínas solubles, el marcador Fc es un polipéptido de más de 200 aminoácidos y 
soporta la expresión de proteínas hidrófobas específicas menos solubles. Sin embargo, la porción Fc relativamente 
grande forma agregados con puentes disulfuro, dando como resultado formas dímeras o multímeras de la proteína 
de interés aislada y purificada. 
 60 
Otras alternativas comunes son la GST (glutatión-S-transferasa) y MBP (proteína de fijación de maltosa) que se fijan 
a glutatión y maltosa, respectivamente. Ambos marcadores tienen peso molecular alto (> 25 kDa) y aumentan 
significativamente la solubilidad y estabilidad de un polipéptido o proteína de interés. Sin embargo, ambos sistemas 
de fusión de genes no pueden utilizarse para purificación de proteínas a partir de proteínas secretadas de 
sobrenadantes de cultivo de células de mamífero acondicionadas como ingredientes del medio que previene la 65 
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fijación del marcador de fusión a su pareja de fijación, es decir glutatión o maltosa. Adicionalmente, ambos 
marcadores de fusión tienen cierta tendencia a agregarse en sistemas de expresión de mamífero y tienden también 
a formar cuerpos de inclusión.

Por tanto, si bien v.g. el marcador Fc no es adecuado para la expresión y purificación de polipéptidos y proteínas 5
monómeros, todos los restantes marcadores disponibles presentan ventajas e inconvenientes específicos y no son 
adecuados para la expresión y/o purificación de ciertos polipéptidos o proteínas específicos. Considerada en su 
conjunto, la calidad de expresión y purificación depende no sólo de la naturaleza del polipéptido o proteína de 
interés, sino también del marcador respectivo que se utilice. Así, la combinación de un marcador específico y un 
polipéptido o proteína específico de interés es crucial para los resultados óptimos, pero difícilmente predecible. Por 10
consiguiente, existe una necesidad inagotable de marcadores nuevos y convenientes que permitan la expresión y 
purificación o mejoren la calidad de polipéptidos y proteínas recombinantes problemáticos específicos. Los métodos 
descritos en la presente solicitud proporcionan una vía eficiente para expresar y purificar polipéptidos o proteínas por 
utilización de lisozima como marcador.

15
Sumario de la Invención

La presente descripción proporciona un método para expresar y purificar polipéptidos y proteínas monómeros 
conforme a la reivindicación 1.

20
La presente descripción hace posible la purificación de polipéptidos y proteínas que no pueden expresarse y 
purificarse por utilización de otros marcadores conocidos en la técnica. En la presente descripción, se da a conocer 
el uso de lisozima como pareja de fusión. Adicionalmente, se describen métodos de purificación para aislar 
polipéptidos y proteínas marcados con lisozima por la vía de anticuerpos específicos de lisozima. El uso de lisozima 
como marcador dio como resultado permitir la expresión de polipéptidos y proteínas monómeros específicos o tasas 25
de expresión mejoradas de polipéptidos y proteínas en comparación con otros marcadores que son estado actual en 
la técnica. El plegamiento inadecuado, la solubilidad y expresión bajas, la pérdida de actividad así como la 
agregación de los polipéptidos aislados, que conduce a la formación de proteínas multímeras no deseadas e 
indeseables pueden soslayarse por utilización de lisozima como pareja de fusión. Además, otra ventaja de la 
utilización de lisozima es su actividad antibacteriana que permite la reducción o evitación de antibióticos que 30
usualmente son necesarios para el proceso de cultivo de células y expresión de proteínas en condiciones estériles.

La lisozima (EC 3.2.1.17), conocida también como muramidasa o N-acetilmuramida-glicanhidrolasa tiene un peso 
molecular de aproximadamente 14,6 kDa y cataliza la hidrólisis de los enlaces 1,4-beta entre los residuos de ácido 
N-acetilmurámico y N-acetil-D-glucosamina en un peptidoglicano y entre residuos N-acetil-D-glucosamina en las 35
quitodextrinas.

La lisozima es producida típicamente como mecanismo de defensa contra bacterias por muchos organismos, tales 
como virus, plantas, insectos, aves, reptiles y mamíferos. La enzima causa la hidrólisis de las paredes de la célula 
bacteriana por escisión de los enlaces glicosídicos de peptidoglicano, una molécula estructural importante en las 40
bacterias. Después de tener sus paredes celulares debilitadas por la acción de la lisozima, las células bacterianas se 
lisan como resultado de la presión osmótica.

La lisozima ha sido clasificada en cinco familias de glicosido-hidrolasa (GH) diferentes (Cazy, http://www.cazy.org): 
lisozima de clara de huevo de gallina (GH22), lisozima de clara de huevo de ganso (GH23), lisozima del bacteriófago 45
T4 (GH24), proteína flagelar de esfingomonas (GH73) y lisozimas de Chalaropsis (HG25). Se ha encontrado que la 
familia de lisozimas GH25 no está relacionada estructuralmente con las otras familias de lisozima.

El uso de lisozima ha sido sugerido en alimentación animal (véanse por ejemplo WO 00/21381 y WO 04/026334), en 
la producción de queso (véase por ejemplo WO 05/080559), para la conservación de alimentos (Hughey y Johnson 50
(1987) Appl Environ Microbiol 53:2165), como detergentes (véase por ejemplo US No. de Serie 07/248273 y EP 
0425016), en el cuidado oral (véase por ejemplo US No. de Serie 06/279536, WO 04/017988 y WO 08/124764), en 
cosmetología y dermatología, contracepción, urología, y ginecología (véase por ejemplo WO 08/124764). La lisozima 
de clara de huevo de gallina es un producto de lisozima disponible comercialmente. Se conocen también lisozimas 
aisladas de fuentes microbianas pero también de mamífero. Sin embargo, no existe ningún informe público de 55
expresión de lisozimas recombinantes en cultivos de células de mamífero o la expresión de péptidos o proteínas
fusionados a lisozima en cultivo de células.

El documento US No. de Serie 10/024597 y WO 01/00855 dan a conocer la expresión de péptidos pequeños fusio-
nados a lisozima en leche de animales transgénicos. Dado que la lisozima es una proteína de leche expresada natu-60
ralmente, los péptidos fusionados a lisozima se expresaron y los péptidos de fusión de lisozima básicos pudieron 
purificarse a partir de las proteínas predominantemente ácidas en la leche. Sin embargo, se describió que las células 
de glándulas mamarias de mamífero no eran aptas para producir proteínas de leche, tales como lisozima, en cultivo 
celular. (Streuli y Bissell (1990) The Journal of Cell Biology, volumen 110, abril de 1990, 1405-1415). Adicionalmen-
te, la expresión proteínica de proteínas de leche en animales transgénicos no es predecible para expresión de culti-65
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vo de células, y los hallazgos respectivos no pueden transferirse a sistemas de cultivo de células (véase v.g. Furth et 
al., (1991), 19 Nucleic Acids Res. 6205 y Whitelaw et al., (1991); 1 Transgenic Res. 3).

En otra solicitud, Kobilka et al. utilizaron lisozima como estabilizador para receptores acoplados a proteína G 
(GPCRs) a fin de permitir la cristalización de GPCRs. Para ello, se inserta lisozima T4 en uno de los bucles 5
intracelulares del GPCR respectivo expresado en células de insecto (véase WO 09/051769).

La presente descripción proporciona un método para la producción y purificación de proteínas, péptidos y/o 
aminoácidos aislados en una célula hospedadora, en donde dichas proteínas, péptidos y/o aminoácidos se fusionan 
a lisozima, comprendiendo dicho método10

(a) cultivar dicha célula hospedadora en condiciones que permiten la expresión de un gen que codifica una 
proteína de interés, y,
(b) aislamiento de dichas proteínas, péptidos o aminoácidos.

La presente descripción proporciona también células hospedadoras y vectores para utilizar en los métodos descritos15
en esta memoria. La presente descripción proporciona también vasijas de reacción, tales como fermentadores, para 
uso en los métodos de la presente invención. La presente invención proporciona también un kit, que comprende

(a) un vector conforme a la presente invención,
(b) un anticuerpo específico para lisozima, y
(c) opcionalmente, instrucciones para utilizar dichos vector y anticuerpo conforme a los métodos descritos en 20
esta memoria.

Descripción de las Figuras

Figura 1: Vector utilizado para expresión de la proteína de fusión de lisozima. Se subclonó una secuencia 25
codificante de lisozima de pollo en la cadena principal del vector pMax.

Figura 2 A-C: Secuencia de nucleótidos codificante del constructo de expresión pMax entero (SEQ ID NO: 15) que 
comprende lisozima de pollo (subrayada).

Descripción detallada de la invención30

En un aspecto, la descripción se refiere a un método para mejora de la expresión de un polipéptido o proteína de 
interés, con una longitud de al menos 110 aminoácidos, por expresión de dicho polipéptido o proteína de interés 
como proteína de fusión que comprende lisozima.

35
En una realización de la descripción, el polipéptido o proteína de interés es un polipéptido o proteína monómero de 
interés. En una realización adicional, el polipéptido o proteína de interés tiene una composición monómera 
fisiológica. En otra realización, el polipéptido o proteína de interés tiene una composición monómera fisiológica y 
actúa como un monómero. En otra realización, la proteína de interés es un receptor de la superficie celular que se 
expresa fisiológicamente como un monómero. En una realización adicional, la proteína de interés es una proteína 40
soluble que se expresa fisiológicamente como monómero.

En una realización de la descripción, la proteína de fusión comprende un polipéptido o proteína de interés y lisozima 
en donde la lisozima está fusionada al término N del polipéptido o proteína de interés. En una realización de la 
descripción, la proteína de fusión comprende un polipéptido o proteína de interés y lisozima, en donde la lisozima 45
está fusionada al término C del polipéptido o proteína de interés.

En una realización, la descripción se refiere a un método para mejorar la expresión de un polipéptido o proteína de 
interés, por expresión de dicho polipéptido o proteína de interés como una proteína de fusión que comprende 
lisozima, en donde el rendimiento de dicha proteína de fusión es al menos dos veces mayor que el rendimiento 50
comparado con el polipéptido o proteína de interés que no comprende lisozima.

En una realización, la descripción se refiere a un método para mejora de la expresión de un polipéptido o proteína de 
interés, por expresión de dicho polipéptido o proteína de interés como proteína de fusión que comprende lisozima, 
en donde la proteína de fusión que comprende el polipéptido o proteína de interés y lisozima no forma agregado o 55
cuerpo de inclusión alguno. En una realización adicional de la expresión, menos de 50%, 40%, 30%, 25%, 20%, 
15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% de la proteína de fusión que comprende el 
polipéptido o proteína de interés y lisozima forma agregados.

En una realización de la descripción, dicha proteína de fusión se expresa en una célula hospedadora. En una 60
realización adicional de la descripción dicha célula hospedadora es una célula procariota o una célula eucariota. En 
una realización preferida, la célula hospedadora es una célula eucariota. En una realización más preferida de la 
descripción, dicha célula eucariota es una célula seleccionada de una célula CHO, una célula PER.C6, una célula 
HKB11 y una célula HEK293.

65
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En una realización de la descripción, dicha célula hospedadora se transfectó con un vector de expresión que 
codificaba dicha proteína de fusión que comprendía el polipéptido o proteína de interés y lisozima.

En una realización de la descripción, dicha proteína de fusión se expresa en una célula hospedadora, en la que el 
cultivo de dicha célula hospedadora requiere al menos 50% menos de antibióticos como suplemento para el medio 5
de cultivo comparado con un medio de cultivo para el cultivo de dicha proteína o polipéptido de interés no 
fusionada(o) a lisozima. En una realización preferida de la descripción, dicha proteína de fusión se expresa en una 
célula hospedadora en la que el cultivo de dicha célula hospedadora requiere al menos 50% menos, 60% menos, 
70% menos, 80% menos, 90% menos, o 95% menos de antibióticos como suplemento para el medio de cultivo 
comparado con un medio de cultivo para el cultivo de dicha proteína o polipéptido de interés no fusionada(o) a 10
lisozima. En una realización más preferida de la descripción, dicha proteína de fusión se expresa en una célula 
hospedadora en la que el medio de cultivo para el cultivo de dicha célula hospedadora está exento de antibióticos.

En una realización de la descripción, dicha proteína de fusión que comprende el polipéptido o proteína de interés y 
lisozima se aísla después de la expresión. En una realización adicional de la descripción, dicha proteína de fusión se 15
aísla de la célula hospedadora, del medio de cultivo o de ambos.

En una realización de la descripción, dicha proteína de fusión se aísla de un anticuerpo específico para lisozima. En 
una realización adicional de la descripción, el anticuerpo específico para la lisozima es un anticuerpo aislado. En una 
realización preferida de la descripción, el anticuerpo específico para lisozima es un anticuerpo monoclonal. En  una 20
realización preferida de la descripción, el anticuerpo específico para lisozima comprende una región HCDR1 de 
secuencia NSAAWS (SEQ ID NO: 9), una región HCDR2 de secuencia RIYYRSKWYNDYAVSVKS (SEQ ID NO: 10), 
una región HCDR3 de secuencia LDHRYHEDTVYPGMDV (SEQ ID NO: 11), una región LCDR1 de secuencia 
SGDNLPAYTVT (SEQ ID NO: 12), una región LCDR2 de secuencia DDSDRPS (SEQ ID NO: 13), y una región 
LCDR3 de secuencia ASWDPSSGV (SEQ ID NO: 14). En una realización preferida de la descripción, el anticuerpo 25
específico para lisozima es MOR03207. En otra realización de la descripción, el anticuerpo específico para lisozima 
se fija al mismo epítopo que MOR03207. En una realización adicional de la descripción, el anticuerpo específico 
para lisozima compite con MOR03207.

En una realización de la descripción, el anticuerpo específico para lisozima se fija a un sustrato de soporte. En 30
realizaciones adicionales de la descripción, el anticuerpo específico para lisozima se une a un sustrato de soporte
seleccionado del grupo constituido por agarosa, Sepharose, poliacrilamida, copolímeros agarosa/poliacrilamida, 
dextrano, celulosa, polipropileno, policarbonato, nitrocelulosa, vidrio, papel y partículas magnéticas. En una 
realización adicional, el sustrato de soporte se incorpora en una columna de purificación. En una realización
adicional, el sustrato de soporte se incorpora en cuentas separables.35

En un aspecto de la descripción, el polipéptido o proteína de interés se fusiona a una lisozima de mamífero. En una 
realización, la lisozima de mamífero se selecciona del grupo constituido por lisozima humana, de ratón, de rata, de 
pollo, de conejo, de cabra y de primate. En una realización preferida, la lisozima de mamífero es lisozima de pollo.

40
En un aspecto de la descripción, el polipéptido o proteína de interés está fusionado a lisozima o un fragmento, 
análogo, homólogo, variante o derivado de la misma. En una realización, la lisozima o fragmento, análogo, 
homólogo, variante o derivado de la misma se deriva de lisozima de mamífero. En una realización adicional, la 
lisozima de mamífero se selecciona del grupo constituido por lisozima humana, de ratón, de rata, de pollo, de 
conejo, de cabra y de primate. En una realización preferida, la lisozima de mamífero es lisozima de pollo.45

En una realización, la proteína de fusión comprende el polipéptido o proteína de interés, lisozima o un fragmento, 
análogo, homólogo, variante o derivado del misma y un sitio de escisión de proteasa. En una realización preferida, el 
sitio de escisión es Factor Xa, Enteroquinasa (enteropeptidasa), Proteasa TEV o Proteasa HRV3C (Proteasa 
PreScission). En una realización preferida, el sitio de escisión de proteasa puede utilizarse para eliminación del 50
dominio del polipéptido lisozima.

En un aspecto, la presente descripción se refiere a un kit que comprende un vector de expresión que codifica una 
proteína de fusión que comprende un polipéptido o proteína de interés, con una longitud de al menos 110 
aminoácidos, y lisozima y un anticuerpo específico para lisozima. En una realización, dicho anticuerpo específico 55
para lisozima está unido a un sustrato de soporte. En una realización preferida, dicho sustrato de soporte es un 
sustrato de soporte sólido. En una realización adicional, dicho sustrato de soporte sólido se selecciona del grupo 
constituido por agarosa, Sepharose, poliacrilamida, copolímeros agarosa/poliacrilamida, dextrano, celulosa, 
polipropileno, policarbonato, nitrocelulosa, vidrio, papel y partículas magnéticas.

60
En un aspecto, la presente descripción se refiere a una proteína de fusión que comprende un polipéptido o proteína 
de interés y lisozima, en donde el polipéptido o proteína de interés tiene una longitud de al menos 110 aminoácidos, 
al menos 120 aminoácidos, al menos 125 aminoácidos, al menos 150 aminoácidos, al menos 200 aminoácidos, al 
menos 250 aminoácidos, al menos 300 aminoácidos, al menos 400 aminoácidos o al menos 500 aminoácidos.

65
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En un aspecto, la presente descripción se refiere a un polipéptido o proteína, que está marcado con lisozima. En una 
realización, el polipéptido o proteína, que está marcado con lisozima, tiene una longitud de al menos 110 
aminoácidos, al menos 120 aminoácidos, al menos 125 aminoácidos, al menos 150 aminoácidos, al menos 200 
aminoácidos, al menos 250 aminoácidos, al menos 300 aminoácidos, al menos 400 aminoácidos o al menos 500 
aminoácidos.5

En un aspecto, la descripción se refiere a un método para mejora de la expresión de un polipéptido o proteína 
monómero de interés, por expresión de dicho polipéptido o proteína monómero de interés como una proteína de 
fusión que comprende lisozima.

10
En una realización, la descripción se refiere a un método para mejora de la expresión de un polipéptido o proteína 
monómero de interés, por expresión de dicho polipéptido o proteína monómero de interés como una proteína de 
fusión que comprende lisozima, en donde el rendimiento de dicha proteína de fusión es al menos 2 veces mayor, al 
menos 3 veces mayor, al menos 4 veces mayor, al  menos 5 veces mayor, al  menos 6 veces mayor, al  menos 7 
veces mayor, al  menos 7 veces mayor, al  menos 8 veces mayor, al  menos 10 veces mayor, al  menos 15 veces 15
mayor, al  menos 20 veces mayor, al  menos 25 veces mayor, al  menos 50 veces mayor o al  menos 100 veces 
mayo que el rendimiento comparado con el polipéptido o proteína monómero de interés que no comprende lisozima.

En una realización, la descripción se refiere a un método para mejora de la expresión de un polipéptido monómero o 
proteína de interés, por expresión de dicho polipéptido monómero o proteína de interés como una proteína de fusión 20
que comprende lisozima, en donde la proteína de fusión que comprende el polipéptido o proteína monómero de 
interés y lisozima no forma agregado o cuerpo de inclusión alguno. En una realización adicional de la descripción, 
menos de 50%, 40%, 30%, 25%, 20%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% de 
la proteína de fusión que comprende el polipéptido o proteína monómero de interés y lisozima forma agregados.

25
En una realización de la descripción, dicha célula hospedadora se transfectó con un vector de expresión que 
codificaba dicha proteína de fusión que comprende el polipéptido o proteína monómero de interés y lisozima.

En una realización de la descripción, la proteína de fusión comprende un polipéptido o proteína monómero de interés 
y lisozima en donde la lisozima está fusionada al término N del polipéptido o proteína monómero de interés. En una 30
realización de la descripción, la proteína de fusión comprende un polipéptido o proteína monómero de interés y 
lisozima en donde la lisozima está fusionada al término C del polipéptido o proteína monómero de interés.

En una realización de la descripción, dicha proteína de fusión que comprende el polipéptido o proteína monómero de 
interés y lisozima se aísla después de la expresión. En una realización adicional de la descripción, dicha proteína de 35
fusión se aísla de la célula hospedadora, del medio de cultivo, o de ambos.

En un aspecto, la descripción se refiere a un método para la producción de una proteína de fusión, comprendiendo 
dicho método los pasos de:

(a) expresión de dicha proteína de fusión en una célula hospedadora, y40
(b) aislamiento de dicha proteína de fusión,

en donde uno de los dominios polipeptídicos de dicha proteína de fusión es lisozima.

En una realización de la descripción, la proteína de fusión se aísla de la célula hospedadora. En realizaciones 
adicionales, la proteína de fusión se aísla del medio de cultivo. En una realización preferida, la proteína de fusión se 45
aísla de la célula hospedadora y del medio de cultivo.

En un aspecto, la transcripción se refiere a un método para la producción de una proteína de fusión, comprendiendo 
dicho método los pasos de:

(a) expresión de dicha proteína de fusión en una célula hospedadora, y50
(b) aislamiento de dicha proteína de fusión de la célula hospedadora y del medio de cultivo,

en donde uno de los dominios polipeptídicos de dicha proteína de fusión es lisozima y en donde el rendimiento de 
dicha proteína de fusión en el paso (a) es al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 
veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces mayor que el rendimiento comparado con una proteína que no comprende un 
dominio polipeptídico de lisozima.55

En un aspecto, la descripción se refiere a un método para la producción de una proteína de fusión, comprendiendo 
dicho método los pasos de:

(a) expresión de dicha proteína de fusión en una célula hospedadora, y
(b) aislamiento de dicha proteína de fusión de la célula hospedadora y del medio de cultivo,60

en donde uno de los dominios polipeptídicos de dicha proteína de fusión es lisozima y en donde la proteína de fusión 
expresada en el paso (a) no forma agregado o cuerpo de inclusión alguno.

En una realización de la descripción, menos de 50%, 40%, 30%, 25%, 20%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 
8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% de la proteína de fusión aislada forma agregados.65
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En un aspecto, la descripción se refiere a un método para la producción de un polipéptido o proteína de interés 
aislado, comprendiendo dicho método los pasos de:

(a) expresión de dicha proteína de fusión en una célula hospedadora, en donde dicha proteína de fusión 
comprende dicho polipéptido o proteína de interés y lisozima y5
(b) aislamiento de dicha proteína de fusión.

En una realización de la descripción, la proteína de fusión se aísla de la célula hospedadora. En realizaciones 
adicionales, la proteína de fusión se aísla del medio de cultivo. En una realización preferida, la proteína de fusión se 
aísla de la célula hospedadora y del medio de cultivo.10

En un aspecto, la descripción se refiere a un método para la producción de un polipéptido o proteína monómero 
aislado. En un aspecto, la descripción se refiere a un método para la producción de un polipéptido o proteína 
monómero aislado de interés. En una realización preferida, el polipéptido o proteína tiene una composición 
fisiológica monómera. En una realización preferida, la proteína de interés tiene una composición fisiológica 15
monómera. En una realización preferida, la proteína de interés es un receptor de la superficie celular que se expresa 
fisiológicamente como un monómero. En una realización preferida, la proteína de interés es una proteína soluble que 
se expresa fisiológicamente como un monómero.

En un aspecto, la descripción se refiere a un método para la producción de un polipéptido o proteína monómero 20
aislado de interés, comprendiendo dicho método los pasos de:

(a) expresión de una proteína de fusión en una célula hospedadora, en donde dicha proteína de fusión 
comprende dicho polipéptido o proteína monómero de interés y lisozima y
(b) aislamiento de dicha proteína de fusión de la célula hospedadora y del medio de cultivo.

25
En una realización de la descripción, el rendimiento de dicha proteína de fusión en el paso (a) es al menos 2 veces, 
3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces mayor que el 
rendimiento comparado con el polipéptido o proteína monómero de interés que no comprende lisozima.

En una realización de la descripción, la proteína de fusión expresada en el paso (a) no forma agregado o cuerpo de 30
inclusión alguno. En una realización preferida de la descripción, menos de 50%, 40%, 30%, 25%, 20%, 15%, 14%, 
13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% de la proteína de fusión aislada forma agregados.

En una realización de la descripción, la lisozima es un marcador. En realizaciones adicionales, la lisozima es un 
marcador de expresión o purificación. En una realización preferida, la lisozima es un marcador de expresión y 35
purificación.

En un aspecto, la descripción se refiere al uso de lisozima como marcador para la producción de un polipéptido o 
proteína de interés caracterizado por la expresión de un polipéptido o proteína de interés fusionado a lisozima y el 
aislamiento de dicho polipéptido o proteína de interés fusionado a lisozima.40

En un aspecto, la descripción se refiere al uso de lisozima como marcador para la producción de un polipéptido o 
proteína de interés caracterizado por la expresión de un polipéptido o proteína de interés fusionado a lisozima en 
una célula hospedadora y el aislamiento de dicho polipéptido o proteína de interés fusionado a lisozima de la célula 
hospedadora y del medio de cultivo.45

En un aspecto, la descripción se refiere al uso de lisozima como marcador para la producción de un polipéptido o 
proteína de interés caracterizado por la expresión de un polipéptido o proteína de interés fusionado a lisozima en 
una célula hospedadora y el aislamiento de dicho polipéptido o proteína de interés fusionado a lisozima de la célula 
hospedadora y del medio de cultivo en donde dicho polipéptido o proteína de interés fusionado a lisozima se aísla de 50
un anticuerpo específico para lisozima.

En una realización de la descripción, el rendimiento de dicho polipéptido o proteína de interés fusionado a lisozima 
es al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces 
mayor que el rendimiento comparado con dicho polipéptido o proteína de interés que no comprende un dominio de 55
polipéptido lisozima.

Definiciones

El término "polipéptido" se utiliza en esta memoria en su sentido más amplio tal como es apreciado por el 60
profesional experto. Los polipéptidos comprenden al menos dos aminoácidos unidos por un enlace peptídico. 
Típicamente, los polipéptidos comprenden más de 30 aminoácidos.

El término "proteína" se utiliza también en esta memoria en su sentido más amplio tal como es apreciado por el 
profesional experto. Una proteína uno o más polipéptidos, en donde al menos parte del polipéptido tiene o es capaz 65
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de adquirir una configuración de estructura tridimensional definida por la formación de estructuras secundarias, 
terciarias, o cuaternarias dentro de y/o entre su o sus cadenas polipeptídicas. Las proteínas pueden ser monómeras 
(compuestas de una sola cadena polipeptídica) o multímeras (compuestas de dos o más cadenas polipeptídicas).

El término "célula hospedadora", como se utiliza en esta memoria, puede ser cualquiera de cierto número de célu-5
las utilizadas comúnmente en la producción de polipéptidos o proteínas exógenos, con inclusión de células hospe-
dadoras eucariotas y procariotas. Células hospedadoras preferidas de la presente invención son células 
hospedadoras eucariotas, tales como células de hongos, células de levadura, células de plantas, células de insecto 
o células de mamífero. Son muy preferidas las células hospedadoras de mamífero. En otras realizaciones preferidas
adicionales, dicha célula hospedadora de mamífero se selecciona de una célula CHO (European Collection of Cell 10
Culture; ECACC #85050302), una célula PER.C6 (Crucell, Leiden, Países Bajos), una célula HKB11 (Bayer Health-
Care, Berkley/CA, USA) y una célula HEK293 (American Type Culture Collection; Order no. CRL-1573).

El término "condiciones que permiten la expresión [de un polipéptido]", como se utiliza en esta memoria, se 
refiere a condiciones que conducen a la expresión de un polipéptido dado. La selección intencionada de las 15
condiciones de la célula hospedadora hace posible la activación (o la desactivación) de la expresión de los 
polipéptidos de la presente invención. Típicamente, dicho cambio de condiciones se lleva a cabo por la adición de un 
producto químico o un compuesto existente naturalmente, un "inductor", al medio de crecimiento de la célula 
hospedadora. Dependiendo del promotor específico utilizado, la naturaleza del inductor varía. Otros cambios de 
condiciones que pueden conducir a la expresión de polipéptidos son un aumento de temperatura o una exposición a 20
la luz o UV.

El término "lisozima", como se utiliza en esta memoria, incluye todas las lisozimas existentes naturalmente, tales 
como lisozima de clara de huevo de gallina, lisozimas sintéticas y lisozimas recombinantes, tales como lisozima 
recombinante humana, así como sales de lisozima. En una realización preferida, la lisozima es lisozima de pollo 25
(SEQ ID NO: 1). En una realización, el término "lisozima" se refiere a lisozima procedente de microorganismos tales 
como algas, archea, bacterias, levaduras, hongos filamentosos, o protozoos. En una realización, el término 
"lisozima" se refiere a lisozima de mamíferos, aves, reptiles y anfibios. En una realización, el término "lisozima" se 
refiere a lisozima de ratón (SEQ ID NO: 2), conejo (SEQ ID NO: 3), cabra (SEQ ID NO: 4), humana (SEQ ID NO: 5), 
de vaca (SEQ ID NO: 6), de rata (SEQ ID NO: 7) o de cinomolgus (SEQ ID NO: 8).30

En una realización preferida, la lisozima utilizada en la presente descripción comparte al menos 65%, al menos 70%,
al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al 
menos 98%, al menos 99% o 100 de identidad con la secuencia de aminoácidos de la lisozima que es expresada 
por un organismo existente naturalmente.35

El término "variante" se define en esta memoria como un polipéptido que comprende una alteración, tal como una 
sustitución, inserción, y/o deleción, de uno o más (varios) residuos de aminoácido en una o más (varias) posiciones 
específicas. El polipéptido alterado (variante) puede obtenerse por intervención humana mediante modificación de la 
secuencia de polinucleótidos que codifica la lisozima parental. La lisozima parental puede estar codificada por SEQ 40
ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o una secuencia que es al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al 
menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98 % o al menos 99% idéntica 
a una de estas secuencias. La secuencia de polipéptido variante es preferiblemente una que no se encuentra en la 
naturaleza. La presente invención se refiere a variantes de lisozima, que comprenden una alteración, 
preferiblemente en la forma de una sustitución y/o una inserción y/o una deleción en una o más posiciones (varias).45

El término "aislado(a)", como se utiliza en esta memoria, se refiere a un polipéptido o proteína o variantes de los 
mismos que se aísla de una fuente, v.g. la célula hospedadora a partir de la cual se expresa. Preferiblemente, el 
polipéptido tiene una pureza de al menos 40%, tal como una pureza de al menos 60%, al menos 80%, al menos 
90% o al menos 95%, como se determina por SDS-PAGE.50

El término "proteína de fusión" se refiere a una sola cadena de polipéptido que tiene al menos dos dominios 
polipeptídicos que no están presentes normalmente en un polipéptido natural simple. Así, las proteínas existentes 
naturalmente no son "proteínas de fusión", como se utiliza en esta memoria. Preferiblemente, un polipéptido de 
interés está fusionado con al menos un dominio polipeptídico por un enlace peptídico y la proteína de fusión puede 55
incluir también las realizaciones enlazadoras de aminoácidos entre porciones de aminoácidos derivadas de 
proteínas separadas. El dominio polipeptídico fusionado al polipéptido de interés puede aumentar la solubilidad y/o 
expresión del polipéptido de interés y puede proporcionar también un marcador de purificación para permitir la 
purificación de la proteína de fusión recombinante de la célula hospedadora o sobrenadante de cultivo, o ambos. El 
dominio polipeptídico fusionado al polipéptido de interés puede fusionarse en el término N o en el término C del 60
polipéptido de interés.

El término "recombinante" se refiere a una combinación artificial de dos segmentos de secuencia, separados en 
caso contrario, v.g., por síntesis química o por la manipulación de segmentos aislados de aminoácidos o de ácidos 
nucleicos por técnicas de ingeniería genética.65

E13700913
14-07-2016ES 2 582 802 T3

 



9

El término "expresión", como se utiliza en esta memoria, se refiere a la producción de un producto final funcional 
(v.g., un mRNA o una proteína (precursora o madura).

El término "vector" tiene por objeto hacer referencia a una molécula de polinucleótido capaz de transportar otro 5
polinucleótido al que se ha unido. Un tipo de vector es un "plásmido", que se refiere a un bucle de DNA bicatenario 
circular en el cual pueden insertarse segmentos de DNA adicionales. Además, la secuencia codificante del gen de 
interés puede transcribirse a partir de ciertos vectores por la maquinaria de transcripción celular y traducirse 
ulteriormente en la proteína de interés. A tales vectores se hace referencia en esta memoria como "vectores de
expresión". En general, los vectores de expresión de utilidad en las técnicas de DNA recombinante se encuentran a 10
menudo en forma de plásmido. En la presente descripción, "plásmido" y "vector" pueden utilizarse 
intercambiablemente, dado que el plásmido es la forma de vector utilizada más comúnmente. Sin embargo, la 
descripción tiene por objeto incluir tales otras formas de vector de expresión, tales como vectores virales (v.g., 
retrovirus deficientes en replicación, adenovirus y virus adeno-asociados), que desempeñan funciones equivalentes.

15
El término "monómero", y sus equivalentes gramaticales, como se utilizan en esta memoria, se refieren a un 
polipéptido o proteína que está constituido una sola cadena de polipéptido. Los polipéptidos o proteínas monómeros 
de la presente invención no están asociados covalentemente ni de manera no covalente con o unidos a otro 
polipéptido o proteína.

20
El término "marcador" se utiliza en esta memoria y se refiere a una secuencia de péptido o polipéptido que puede 
unirse a un segundo polipéptido. Preferiblemente, un marcador es un marcador de purificación o un marcador de 
expresión, o ambas cosas.

El término "marcador de purificación", como se utiliza en esta memoria, se refiere a cualquier secuencia peptídica 25
adecuada para purificación o identificación de un polipéptido. El marcador de purificación se fija específicamente a 
otro resto con afinidad para el marcador de purificación. Tales restos que se fijan específicamente a un marcador de 
purificación están unidos usualmente a una matriz o una resina, tal como cuentas de agarosa. Restos que se fijan 
específicamente a marcadores de purificación incluyen anticuerpos, otras proteínas (v.g. Proteína A o 
Estreptavidina), iones níquel o cobalto o resinas, biotina, amilosa, maltosa, y ciclodextrina. Marcadores de 30
purificación ilustrativos incluyen marcadores histidina (HIS) (tales como un péptido hexahistidina), que se fijan a 
iones metálicos tales como los iones níquel o cobalto. Otros marcadores de purificación ilustrativos son el marcador 
myc (EQKLISEEDL), el marcador Strep (WSHPQFEK), el marcador Flag (DYKDDDDK) y el marcador V5 
(GKPIPNPLLGLDST). El término "marcador de purificación" incluye también "marcadores epitópicos", es decir 
secuencias peptídicas que son reconocidas específicamente por anticuerpos. Marcadores epitópicos ilustrativos 35
incluyen el marcador FLAG, que es reconocido específicamente por un anticuerpo monoclonal anti-FLAG. La 
secuencia peptídica reconocida por el anticuerpo anti-FLAG está constituida por la secuencia DYKDDDDK o una 
variante sustancialmente idéntica de la misma. El término "marcador de purificación" incluye también variantes 
sustancialmente idénticas de marcadores de purificación. "Variante físicamente idéntica" como se utiliza en esta 
memoria, se refiere a derivados o fragmentos de marcadores de purificación que están modificados en comparación 40
con el marcador de purificación original (v.g. por sustituciones, deleciones o inserciones de aminoácidos), pero que 
retienen la propiedad del marcador de purificación de fijarse específicamente a un resto que reconoce 
específicamente el marcador de purificación.

El término "marcador de expresión" como se utiliza en esta memoria, se refiere a cualquier péptido o polipéptido 45
que puede estar unido a un segundo polipéptido y se supone que refuerza la solubilidad, estabilidad y/o expresión 
de un polipéptido recombinante de interés. Marcadores de expresión ilustrativos incluyen el marcador Fc y el 
marcador SUMO. En principio, puede utilizarse como marcador de expresión cualquier péptido, polipéptido o 
proteína.

50
El término "anticuerpo", como se utiliza en esta memoria, incluye anticuerpos enteros y cualquier fragmento o 
cadena simple del mismo. Un "anticuerpo" existente naturalmente es una proteína que comprende al menos dos 
cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro. En una realización preferida, 
el anticuerpo descrito en la solicitud es un "anticuerpo monoclonal". El término "anticuerpo monoclonal", como se 
utiliza en esta memoria, se refiere a una preparación de moléculas de anticuerpo de composición molecular simple. 55
Una composición de anticuerpo monoclonal exhibe un solo sitio de fijación que tiene especificidad de fijación y 
afinidad singulares para epítopos particulares.

El término "transfección" como se utiliza en esta memoria, se refiere a una gran diversidad de técnicas utilizadas 
comúnmente para la introducción de DNA exógeno en una célula hospedadora procariota o eucariota, v.g., 60
electroporación, precipitación con fosfato de calcio, transfección con DEAE-dextrano, y análogos. La célula 
hospedadora puede ser "transfectada" con el vector de la presente invención por cualquier medio convencional 
conocido por el profesional experto. Por ejemplo, la transfección puede ser una transfección transitoria. Para ello, en 
ciertas realizaciones de la presente invención, dicho gen codificante de dicha proteína de fusión que comprende el 
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polipéptido o proteína de interés y lisozima se introduce en dicha célula hospedadora eucariota por transfección 
transitoria.

El término "% de identidad", como se utiliza a lo largo de la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, se 
calcula como sigue. La secuencia de consulta se alinea con la secuencia diana utilizando el algoritmo CLUSTALW 5
(Thompson, J.D., Higgins, D.G. y Gibson, T.J., Nucleic Acids Research, 22: 4673-4680 (1994)). Se hace una 
comparación a lo largo de la ventana correspondiente a la más corta de las secuencias alineadas. Se comparan los 
residuos de aminoácido en dicha posición, y el porcentaje de posiciones en la secuencia de consulta que tienen 
correspondencias idénticas en la secuencia diana se consigna como % de identidad.

10

Secuencia de Lisozima 
#/ Especie

Secuencia

SEQ ID NO:1
Pollo (Gallus Gallus)

SEQ ID NO:2
Ratón (Mus Musculus)

SEQ ID NO:3
Conejo (Oryctolagus
cuniculus)

SEQ ID NO:4
Cabra (Capra hircus)

SEQ ID NO:5
Humana (Homo sapiens)

SEQ ID NO:6
Vaca (Bos taurus)

SEQ ID NO:7
Rata (Rattus norvegicus)

SEQ ID NO:8
Cinomolgus (Macaca 
fascicularis)

Ejemplos

Todos los reactivos están disponibles comercialmente y se adquieren de, v.g., Sigma-Aldrich, Sartorius, TTP, GE 
Healthcare, etc. y son reactivos estándar utilizados en un laboratorio de biología molecular.15

A no ser que se indique otra cosa, la clonación molecular se llevó a cabo utilizando protocolos estándar, como se 
describe esencialmente en Sambrook et al.: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3 Vol.; Cold Spring Harbor 
Laboratory (diciembre de 2000). La expresión y purificación se realizaron conforme a procedimientos estándar como 
se describe en Current Protocols in Protein Science (Wiley Interscience).20

Ejemplo 1: Generación de un vector adecuado para uso en los métodos de la presente invención

Para realizar la presente invención se utilizaron vectores de expresión eucariotas, v.g. un vector estándar pcDNA 3.1 
(Invitrogen) o un vector de expresión pMAX (Figura 1, Figura 2), que es un vector de expresión modificado basado 25
en pcDNA 3.1. El vector de expresión pMAX comprende v.g. un origen de replicación, resistencia a los antibióticos y 
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secuencias reguladoras (v.g. promotor, intensificador, sitio de poliadenilación) para transcripción y traducción 
eficientes. Las parejas de fusión o marcadores respectivos (v.g., lisozima, GST, His, Fc) se insertaron en el extremo 
3' del sitio de clonación múltiple (MCS) por sub-clonación estándar (Figura 1). En la Figura 2 se incluye como 
ejemplo la secuencia de nucleótidos del constructo de expresión pMAX que comprende lisozima de pollo.

5
La secuencia codificante de cualquier proteína de interés puede insertarse en el MCS del vector de expresión, dando 
como resultado un constructo de fusión del gen de interés y v.g. la lisozima. El vector obtenido se transfectó en 
células hospedadoras de mamífero, v.g. células HKP11 o HEK293, en condiciones tales que se expresaba la 
proteína de fusión que comprendía una proteína de interés.

10
Ejemplo 2: Transfección del vector en células hospedadoras adecuadas

Se generaron diferentes variantes de vectores de expresión conforme al Ejemplo 1 que codificaban proteínas 
específicas de interés fusionadas a un marcador respectivo (v.g. lisozima como GST, His, Fc) y se transfectaron en 
células hospedadoras de mamífero.15

Por ejemplo, se sembraron células HKB11 de suspensión a una densidad de 0,5 x 106 vc/ml y se incubaron a 37ºC y 
6% de CO2 en una incubadora de CO2 humidificada. Al día siguiente, se transfectaron las células con DNA 
plasmídico utilizando Lipofectamin 2000 y OptiMEM (Invitrogen) conforme a las instrucciones del fabricante. Tres 
días más tarde, se cosechó el sobrenadante del cultivo de células acondicionado. Después de ello, la proteína 20
expresada se purificó del sobrenadante cosechado por métodos de purificación estándar (cromatografía de afinidad 
de Proteína A para el marcador Fc o IMAC para el marcador His) o utilizando un anticuerpo específico para lisozima 
(MOR03207) para proteínas marcadoras con lisozima. En este caso, el anticuerpo específico para lisozima estaba 
acoplado a Sepharose 4FF (GE Healthcare) conforme a las instrucciones del fabricante. La proteína de interés de 
fusión expresada se fijó a la columna y la muestra se eluyó con glicina 100 mM, pH 4,0.25

La medida de la absorbancia UV a 280 mm se utilizó para determinación de la concentración de proteínas. El estado 
nativo de la proteína purificada se analizó por cromatografía de exclusión de tamaños (utilizada para determinación 
del % de agregados) y difusión dinámica de la luz (utilizada para determinación del tamaño de partícula).

30
Ejemplo 3: Expresión y purificación de proteínas de interés utilizando lisozima como marcador

3.1. Ocho proteínas analizadas

Se seleccionaron ocho proteínas de interés para expresión y purificación como proteínas de fusión de lisozima. 35
Todas las proteínas eran expresadas y secretadas por líneas de células de mamífero (v.g. HKB11) y se purificaron a 
partir del sobrenadante de cultivo de células. Las proteínas seleccionadas exhibían tasas de expresión muy bajas 
y/o agregación alta como fusiones Fc, fusiones GST o como proteínas marcadas con His. En contraste, la fusión con 
lisozima conduce a tasas de expresión incrementadas y/o calidad de proteína sumamente mejorada en todos los 
ejemplos.40

En las Tablas 1-8, se testaron y compararon la expresión y purificación de 8 proteínas diferentes. Todas las 
proteínas de interés analizadas son proteínas que se expresan fisiológicamente como monómeros y tienen una 
longitud mayor que 110 aminoácidos. Las proteínas ejemplificadas tienen un tamaño mínimo de 116 aminoácidos en 
el caso de la Proteína 1, en donde la Proteína 2 tiene una longitud de 517 aminoácidos, la Proteína 3 una longitud de 45
257 aminoácidos, la proteína 4 una longitud de 237 aminoácidos, la proteína 5 una longitud de 217 aminoácidos, la 
proteína 6 y la proteína 7 tienen ambas una longitud de 193 aminoácidos y la proteína 8 una longitud de 209 
aminoácidos.

Se encontró que algunas proteínas ejemplificadas no se expresaban cuando estaban fusionadas al marcador Fc. 50
Por consiguiente, se testaron el marcador His, lisozima o combinaciones de las mismas para expresar dichas 
proteínas de interés monómeras. La purificación subsiguiente se realizó por la vía del marcador His o por la vía de 
lisozima. Se utilizó el marcador Avi como un marcador ulterior para biotinilación subsiguiente de las proteínas 
respectivas. El marcador Avi tiene una longitud de 15 aminoácidos y comprende un sitio de reconocimiento para la 
enzima BirA que media la biotinilación específica de sitio. El marcador Avi no produce impacto alguno sobre el nivel 55
de expresión de un polipéptido o proteína expresado recombinantemente y no afecta a su tendencia a agregarse.

3.2. El marcador lisozima hace posible o mejora la expresión de las proteínas

La Proteína 1 se codificó en un vector de expresión de mamífero y se fusionó a combinaciones específicas de dos 60
marcadores diferentes. Para ello, se utilizó un marcador His o un marcador lisozima y la purificación se realizó por la 
vía del marcador His (utilizando cromatografía de afinidad de metales inmovilizados, IMAC) o por la vía de lisozima 
(utilizando MOR2307 como anticuerpo específico de lisozima acoplado a Sepharose 4 FF). Si bien no era detectable 
expresión alguna de Proteína 1 utilizando el marcador His, la fusión con lisozima permitía la expresión de Proteína 1
(Tabla 1). Adicionalmente, la purificación de la proteína de fusión por un anticuerpo específico de lisozima producía 65
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cantidades significativamente mayores en comparación con la purificación por la vía de IMAC. Adicionalmente, no 
era detectable agregación alguna de la proteína purificada.

Tabla 1: Expresión y purificación de una Proteína 1 fusionada a un marcador His o una lisozima. La Proteína 
1 tiene un tamaño de 116 aminoácidos5

Constructo Expresión Purificación Rendimiento [mg/L] Agregados 
2
[%]

pMAX_Proteína 1_His 200 ml transitoria IMAC 0 n.d.

pMAX_Proteína 1_Lys 200 ml transitoria Lys (MOR3207) 2,0 0

En las Tablas 2 y 3 se ejemplifican proteínas adicionales que no podían expresarse utilizando una combinación de 
marcador Fc o marcador His. Sin embargo, la fusión con lisozima permitía la expresión y purificación de ambas 
proteínas. Proteína 2 y Proteína 3. Para Proteína 2, se consiguió un aumento de rendimiento después de purificación 
desde 0,3 mg/L a 4,0 mg/L por fusión de lisozima a Proteína 2. Adicionalmente, el nivel de agregaciones era inferior 10
a 7% de las proteínas de fusión purificadas.

Tabla 2: Expresión y purificación de Proteína 2 fusionada a un marcador Fc, His o lisozima. La Proteína 2
tiene un tamaño de 517 aminoácidos

Constructo Expresión Purificación Rendimiento [mg/L] Agregados [%]

pMAX_Proteína 2_Fc-Avi_His 600 ml transitoria IMAC 0,3 n.d.

pMAX_Proteína 2 Avi-His 600 ml transitoria IMAC 0 n.d.

pMAX_Proteína 2_Lys-Avi 200 ml transitoria Lys (MOR3207) 4,0 3,44%

15
Tabla 3: Expresión y purificación de Proteína 3 fusionada a un marcador Fc, His o lisozima. La Proteína 3

tiene un tamaño de 257 aminoácidos

Constructo Expresión Purificación Rendimiento [mg/L] Agregados [%]

pMAX_Proteína 3_Fc_His 200 ml transitoria IMAC 0 n.d.

pMAX_Proteína 3_His 200 ml transitoria IMAC 0 n.d.

pMAX_Proteína 3-Lys-His 200 ml transitoria Lys (MOR3207) 0,4 6,6

pMAX_Proteína 3_Lys-Avi 200 ml transitoria Lys (MOR3207) 0,1 2

3.2 Las proteínas de fusión de lisozima exhiben menos agregación
20

Las proteínas analizadas 4, 5 y 6 no sólo mostraban tasas de expresión aumentadas sino también menos 
agregación si se expresaban como proteína de fusión con lisozima. La expresión de la proteína 4 aumentaba más de 
tres veces y la agregación se reducía más de tres veces si la proteína se marcaba con lisozima en lugar de His 
(Tabla 4).

25
Tabla 4: Expresión y purificación de una proteína específica fusionada al marcador His o al marcador 

lisozima. La proteína 4 tiene un tamaño de 237 aminoácidos

Constructo Expresión Purificación Rendimiento [mg/L] Agregados [%]

pMAX_Proteína 4_His 200 ml transitoria IMAC 3,4 7

pMAX_Proteína 4_Lys-Avi 200 ml transitoria Lys (MOR3207) 13 2

Se observaron resultados similares con las proteínas 5 (Tabla 5) y 6 (Tabla 6) cuando se comparó el marcador 
lisozima con el marcador GST.30

Tabla 5: Expresión y purificación de una proteína específica fusionada al marcador GST o al marcador 
lisozima. La proteína 5 tiene un tamaño de 217 aminoácidos

Constructo Expresión Purificación Rendimiento [mg/L] Agregados [%]

pMAX_Proteína 5_GST_His 200 ml transitoria IMAC 3,8 13,4

pMAX_Proteína 5_Lys-Avi 200 ml transitoria Lys (MOR3207) 10,4 5,7

Tabla 6: Expresión y purificación de una proteína específica fusionada a un marcador GST o un marcador35
lisozima. La proteína 6 tiene un tamaño de 193 aminoácidos
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Constructo Expresión Purificación Rendimiento [mg/L] Agregados [%]

pMAX_Proteína 6_GST_His 200 ml transitoria IMAC 8,8 10

pMAX_Proteína 6_Lys-Avi 200 ml transitoria Lys (MOR3207) 13,5 <2

De acuerdo con ello, las proteínas analizadas en las Tablas 7 y 8 pudieron purificarse también con agregación 
significativamente menor después de marcación con marcador lisozima en comparación con las proteínas 
fusionadas a un marcador GST-His o marcador His. Adicionalmente, los niveles de expresión de la proteína 8 se 
incrementaban por fusión con lisozima en comparación con el marcador GST-His o el marcador His, mientras que 5
los niveles de expresión de la proteína 7 aumentaban sólo en comparación con el marcador His pero no con el 
marcador GST-His.

Tabla 7: Expresión y purificación de una proteína específica fusionada a un marcador GST, His o lisozima. La 
proteína 7 tiene un tamaño de 193 aminoácidos10

Constructo Expresión Purificación Rendimiento [mg/L] Agregados [%]

pMAX_Proteína 7_GST_His 200 ml transitoria IMAC 19,2 17

pMAX_Proteína 7_His 200 ml transitoria IMAC 4,2 5 (dos especies)

pMAX_Proteína 7_Lys-Avi 200 ml transitoria Lys (MOR3207) 9,8 5

Tabla 8: Expresión y purificación de una proteína específica fusionada a un marcador GST, His o lisozima. La 
proteína 8 tiene un tamaño de 209 aminoácidos

Constructo Expresión Purificación
Rendimiento

[mg/L]
Agregados [%]

pMAX_Proteína 
8_GST_His

200 ml transitoria IMAC 4,7 17

pMAX_Proteína 8_His 200 ml transitoria IMAC 1,2
Baja recuperación en SEC debido a 

agregados

pMAX_Proteína 8_Lys-
Avi

200 ml transitoria
Lys 

(MOR3207)
7,5 0

3.3. Sumario15

Considerada en su conjunto, la fusión de lisozima a todas las proteínas analizadas era ventajosa en comparación 
con los marcadores alternativos (v.g. His, GST_His, Fc_His, His).

Para las proteínas 1, 2 y 3 los niveles de expresión aumentaban significativamente cuando las proteínas se 20
fusionaron a lisozima. Para la proteína 7, los niveles de expresión no aumentaban pero la fusión a lisozima mejoraba 
notablemente la calidad de la proteína purificada en términos de agregación reducida. Sin embargo, para las 
proteínas 4, 5, 6 y 8 se observó una tendencia notablemente reducida a la agregación, acompañada con una tasa de 
expresión incrementada cuando las proteínas se fusionaron a lisozima.

25
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> MorphoSys AG

<120> Uso de lisozima como marcador

<160> 155

<170> BiSSAP 1.0

<210> 1
< 211> 129
< 212> PRT
< 213> Gallus gallus10

<220>
< 221> FUENTE
< 222> 1..129
< 223> /tipo de molécula = "proteína"
/nota="Lisozima de pollo"15
/organismo="Gallus gallus"

<400> 1 

<210> 2
< 211> 13020
< 212> PRT
< 213> Mus musculus

<220>
< 221> FUENTE25
< 222> 1..130
< 223> /tipo de molécula = "proteína"
/nota="Lisozima de ratón"
/organismo="Mus musculus"

30
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<400> 2 

<210> 35
< 211> 130
< 212> PRT
< 213> Oryctolagus cuniculus

<220>
< 221> FUENTE10
< 222> 1..130
< 223> /tipo de molécula = "proteína"
/nota="Lisozima de conejo"
/organismo="Oryctolagus cuniculus"

<400> 3 15

<210> 4
< 211> 130
< 212> PRT
< 213> Capra hircus20
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<220>
< 221> FUENTE
< 222> 1..130
< 223> /tipo de molécula = "proteína" /nota="Lisozima de cabra" /organismo="Capra hircus"

<400> 4 5

<210> 510
< 211> 130
< 212> PRT
< 213> Homo sapiens

<220>
< 221> FUENTE15
< 222> 1..130
< 223> /tipo de molécula = "proteína"
/nota="Lisozima humana"
/organismo="Homo sapiens"

<400> 5 20
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<210> 6
< 211> 129
< 212> PRT
< 213> Bos taurus

<220>5
< 221> FUENTE
< 222> 1..129
< 223> /tipo de molécula = "proteína"
/nota="Lisozima de vaca"
/organismo="Bos taurus"10

<400> 6 

15

<210> 7
211> 130
< 212> PRT
< 213> Rattus norvegicus

<220>20
< 221> FUENTE
< 222> 1..130
< 223> /tipo de molécula = "proteína"
/nota="Lisozima de rata"
/organismo="Rattus norvegicus"25

<400> 7 
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<210> 8
< 211> 91
< 212> PRT5
< 213> Macaca fascicularis

<220>
< 221> FUENTE
< 222> 1..91
< 223> /tipo de molécula = "proteína"10
/nota="Lisozima de Cinomolgus"
/organismo="Macaca fascicularis"

<400> 8 

15

<210> 9
< 211> 620
< 212> PRT
< 213> constructo sintético

<220>
< 221> FUENTE
< 222> 1..625
< 223> /tipo de molécula = "proteína"
/nota="MOR3207 HCDR1"
/organismo="constructo sintético"
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<400> 9 

<210> 10
< 211> 18
< 212> PRT5
< 213> constructo sintético

<220>
< 221> FUENTE
< 222> 1..18
< 223> /tipo de molécula = "proteína"10
/nota="MOR3207 HCDR2"
/organismo="constructo sintético"

<400> 10 

<210> 1115
< 211> 16
< 212> PRT
< 213> constructo sintético

<220>
< 221> FUENTE20
222> 1..16

< 223> /tipo de molécula = "proteína"
/nota="MOR3207 HCDR3"
/organismo="constructo sintético"

<400> 11 25

<210> 12
< 211> 11
< 212> PRT30
< 213> constructo sintético

<220>
< 221> FUENTE
< 222> 1..11
< 223> /tipo de molécula = "proteína"35
/nota="MOR3207 LCDR1"
/organismo="constructo sintético"

<400> 12 

40

E13700913
14-07-2016ES 2 582 802 T3

 



20

<210> 13
< 211> 7
< 212> PRT
< 213> constructo sintético

<220>5
< 221> FUENTE
< 222> 1..7
< 223> /tipo de molécula = "proteína"
/nota="MOR3207 LCDR2"
/organismo="constructo sintético"10

<400> 13 

<210> 14
< 211> 915
< 212> PRT
< 213> constructo sintético

<220>
< 221> FUENTE
< 222> 1..920
< 223> /tipo de molécula = "proteína"

/nota="MOR3207 LCDR3"

/organismo="constructo sintético"

<400> 14 

25

<210> 15
< 211> 6275
< 212> DNA30
< 213> constructo sintético

<220>
< 221> FUENTE
< 222> 1..6275
< 223> /tipo de molécula="DNA"35
/nota="pMAX"
/organismo="constructo sintético"

<400> 15 

40
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la producción de un polipéptido o proteína monómero aislado, comprendiendo dicho método 
los pasos de

(a) expresión de dicho polipéptido o proteína monómero como proteína de fusión en una célula hospedadora, 5
en donde dicha proteína de fusión comprende dicho polipéptido o proteína monómero y lisozima y
(b) aislamiento de dicha proteína de fusión,

En donde dicho polipéptido o proteína monómero tiene una longitud de al menos 110 aminoácidos.

2. El método conforme a la reivindicación 1, en donde el rendimiento de dicha proteína de fusión es al menos 10
dos veces mayor que el rendimiento comparado con el polipéptido o proteína monómero que no comprende 
lisozima.

3. El método conforme a la reivindicación 1, en donde menos de 15% de la proteína de fusión que comprende el 
polipéptido o proteína monómero y lisozima forma agregados.15

4. El método conforme a cualquiera de las reivindicaciones siguientes, en el que dicha célula hospedadora es 
una célula procariota o una célula eucariota.

5. El método conforme a cualquiera de las reivindicaciones siguientes, en el que dicha célula hospedadora se 20
ha transfectado con un vector de expresión que codifica dicha proteína de fusión que comprende el polipéptido o 
proteína monómero y lisozima.

6. El método conforme a cualquiera de las reivindicaciones siguientes, en el que dicho polipéptido o proteína 
monómero tiene una longitud de al menos 120 aminoácidos, al menos 125 aminoácidos, al menos 150 aminoácidos, 25
al menos 200 aminoácidos, al menos 250 aminoácidos, al menos 300 aminoácidos, al menos 400 aminoácidos o al 
menos 500 aminoácidos.

7. El método conforme a cualquiera de las reivindicaciones siguientes, en el que dicha proteína de fusión se 
aísla a partir de la célula hospedadora, el medio de cultivo o ambos.30

8. El método conforme a la reivindicación 7, en el que dicha proteína de fusión se aísla con un anticuerpo 
específico para lisozima.

9. El método conforme a cualquiera de las reivindicaciones siguientes, en el que dicha lisozima es una lisozima 35
de mamífero.

10. El método conforme a cualquiera de las reivindicaciones siguientes, en el que dicha lisozima es un fragmento, 
análogo, homólogo, variante o derivado de lisozima.

40
11. Un kit que comprende un vector de expresión que codifica una proteína de fusión que comprende un 
polipéptido o proteína con una longitud de al menos 110 aminoácidos, lisozima y un anticuerpo específico para 
lisozima.

12. Un kit conforme a la reivindicación 11, en el que dicho anticuerpo específico para lisozima está unido a un 45
sustrato de soporte.

13. Un kit conforme a la reivindicación 12, en el que dicho sustrato de soporte se selecciona del grupo constituido 
por agarosa, Sepharose, poliacrilamida, copolímeros agarosa/poliacrilamida, dextrano, celulosa, polipropileno, 
policarbonato, nitrocelulosa, vidrio, papel y partículas magnéticas.50
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Figura 2A
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Figura 2B
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Figura 2C
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