
ES
 2

 8
08

 9
06

 T
3

11 2 808 906

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

51 Int. CI.:

C12N 15/67 (2006.01)

C12N 15/70 (2006.01)

C12N 15/74 (2006.01)

12 TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA T3

86 Fecha de presentación y número de la solicitud internacional: 09.07.2015 PCT/IB2015/055189

87 Fecha y número de publicación internacional: 14.01.2016 WO16005931

96 Fecha de presentación y número de la solicitud europea: 09.07.2015 E 15745247 (5)
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: 25.03.2020 EP 3167065

Sistema de expresión bacteriano cistrónico doble Título:54

30 Prioridad:

09.07.2014 IN 2245MU2014

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
02.03.2021

73 Titular/es:

LUPIN LIMITED (100.0%)
Kalpataru Inspire, 3rd Floor, Off Western Express
Highway, Santacruz (East)
Mumbai 400 055, IN

72 Inventor/es:

SALUNKHE, SHARDUL;
VARSHNEY, BRAJESH y
SOORAPANENI, SUDHEERBABU

74 Agente/Representante:

ISERN JARA, Jorge

Aviso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín Europeo de Patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesión de Patentes Europeas).



2 

DESCRIPCIÓN 
 
Sistema de expresión bacteriano cistrónico doble 
 
Campo de la invención 5 
 
En el presente documento se describe un sistema de expresión independiente de doble cistrón en un único vector 
para la producción de una proteína de interés que comprende fragmentos Fab de anticuerpos recombinantes u otros 
fragmentos de anticuerpos, péptidos y proteínas expresados como cuerpos de inclusión insolubles formados en la 
bacteria E. coli. 10 
La presente invención proporciona un procedimiento para la expresión de un anticuerpo o un fragmento del mismo 
utilizando dicho vector bicistrónico. 
 
Antecedentes de la invención 
 15 
La tecnología de ADN recombinante (ADNr) ha revolucionado la forma en que se preparan los agentes terapéuticos. 
Las proteínas necesarias se fabrican ahora dentro de una célula extraña y se purifican. 
Las proteínas que tienen modificaciones postraduccionales (las MPT) generalmente se expresan como moléculas 
recombinantes en sistemas de mamífero o de levadura. Los sistemas de expresión de levadura como Pichia y 
Saccharomyces están más cerca de los sistemas de mamífero en términos de las MPT, pero aún difieren en los tipos 20 
de glucosilaciones, como los glucanos con alto contenido en manosa en el caso de Pichia, lo que los hace inadecuados 
para la expresión de proteínas recombinantes para el uso humano. 
 
Los anticuerpos monoclonales (los mAb), los anticuerpos, las proteínas de fusión, los fragmentos Fab de los mAb, se 
utilizan como agentes terapéuticos. La tecnología de ADNr utiliza vectores y sistemas de expresión especializados 25 
para la producción de proteínas terapéuticas. Los sistemas de expresión consisten principalmente en sistemas de 
expresión de bacterias, de levadura, de insecto o de mamífero. Inicialmente, la mayoría de las proteínas recombinantes 
se expresaban en el sistema de expresión bacteriana utilizando E. coli como hospedadora. Utilizar E. coli como 
hospedador de expresión presenta varias ventajas, tal como la facilidad de clonación, facilidad de expresión, plazos 
más cortos, períodos de incubación más cortos y rendimientos muy altos. Por lo tanto, las proteínas que no necesitan 30 
ninguna MPT pueden expresarse de forma segura en E. coli. 
 
Los Fab, que son la parte del fragmento de unión a antígeno de los mAb, no necesitan expresarse en sistemas de 
mamífero ya que no contienen los sitios de glucosilación presentes en la porción Fc del anticuerpo. Por tanto, los Fab 
habitualmente se expresan en un sistema de E. coli. Durante los años 80 y 90, varios investigadores intentaron la 35 
expresión de Fab en E. coli. PlückthunA et. al., 1990Behring Inst. Mitt. (87):48-55 son algunos de los primeros 
investigadores que informaron la secreción de anticuerpos Fab a partir de E. coli. Williamson R.A. et. al., 1991 Biochem 
J. 277 (Pt 2):561-3 informaron el uso de vectores del bacteriófago lambda para la expresión de moléculas Fab en un 
sistema de presentación en fagos en E. coli. para la producción de Fab, de anticuerpo bivalente o de fragmentos de 
anticuerpo quimérico en E. coli. Además, también se produjo el Fab en E. coli como cuerpos de inclusión mal plegados, 40 
y después se los replegó para obtener la molécula funcional y, de este modo, se obtuvo un aumento del 40 % en los 
rendimientos de anticuerpos. 
 
La mayoría de los estudios mencionados anteriormente utilizaron un único promotor, es decir, phoA, para dirigir la 
expresión tanto de la cadena pesada como de la ligera. El sitio de unión al ribosoma (sur) presente entre las cadenas 45 
pesada y ligera dirige la transcripción y la traducción del segundo gen. 
 
El documento US5648237 también utilizó una estrategia similar de promotor único (phoA) para expresar genes de Fab 
en E. coli, para obtener el producto secretado. El principal inconveniente de la estrategia anterior es que los niveles 
de expresión del segundo gen son habitualmente más bajos que los del primer gen, limitando así los rendimientos del 50 
Fab funcional. 
 
La patente N.º WO03018771 divulga un procedimiento para la producción de un anticuerpo mediante dos unidades 
traduccionales distintas, que codifican respectivamente las cadenas ligera y pesada de dicho anticuerpo o fragmento, 
en donde ambas cadenas se expresan de manera secuencial, separando de este modo de forma específica la 55 
producción de las cadenas ligera y pesada, y permitiendo el ensamblaje de las cadenas ligera y pesada. 
 
La patente N.º EP1356052B1 divulga un método para producir anticuerpos completos en células procariotas. Hay una 
presencia de un primer promotor y un primer cistrón para producir la cadena ligera de inmunoglobulina y de un segundo 
promotor y un segundo cistrón para producir la cadena pesada de inmunoglobulina, en donde ambas cadenas se 60 
pliegan y ensamblan para formar una inmunoglobulina biológicamente activa. 
 
El documento WO2003018771 divulga un procedimiento para la producción de un anticuerpo mediante dos unidades 
traduccionales distintas, que codifican respectivamente las cadenas ligera y pesada de dicho anticuerpo o fragmento, 
en donde ambas cadenas se expresan de manera secuencial, separando de este modo de forma específica la 65 
producción de las cadenas ligera y pesada, y permitiendo el ensamblaje de las cadenas ligera y pesada. 
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Kim KJ et al. (Protein Science, 2004, 13:1698-1703) divulgan un sistema de vector bicistrónico de dos promotores para 
la producción de proteína en grandes cantidades y adecuado para un ensayo de cristalización extenso. 
 
Sumario de la invención 5 
 
La invención es como se define en las reivindicaciones. 
 
En el presente documento se describe un sistema de expresión independiente de doble cistrón en un único vector 
para la producción de proteínas y péptidos recombinantes expresados como cuerpos de inclusión insolubles en células 10 
bacterianas. 
 
Además, se describe un procedimiento de preparación de un sistema de expresión independiente de doble cistrón en 
un único vector que tiene dos promotores distintos para la producción de proteínas y péptidos recombinantes 
expresados como cuerpos de inclusión insolubles en células bacterianas. 15 
 
Además, se describe un sistema de expresión independiente de doble cistrón en un único vector que tiene dos 
promotores distintos para la producción de fragmentos de anticuerpos expresados como cuerpos de inclusión 
insolubles en células bacterianas. 
 20 
Además, se describe un sistema de expresión independiente de doble cistrón en un único vector que tiene dos 
promotores distintos para la producción de un fragmento de anticuerpos Fab recombinante, expresado como cuerpos 
de inclusión insolubles en células bacterianas. 
 
Además, se describe un sistema de expresión independiente de doble cistrón en un único vector que tiene dos 25 
promotores distintos para la producción de péptidos recombinantes expresados como cuerpos de inclusión insolubles 
en células bacterianas. 
 
El sistema de expresión cistrónico doble puede comprender: 
 30 

a) un primer cistrón que comprende un promotor unido operativamente con la secuencia polinucleotídica que 
codifica la proteína de interés; 
b) un segundo cistrón que comprende un promotor unido operativamente con la secuencia polinucleotídica que 
codifica la proteína de interés; 

 35 
en donde el primer y segundo cistrones se sitúan en un único vector y expresan una secuencia polinucleotídica que 
codifica la proteína de interés como cuerpos de inclusión en las células bacterianas. Además, se describe un vector 
cistrónico doble que comprende un promotor unido operativamente a un sitio de clonación múltiple que contiene un 
gen de interés, un sitio de unión al ribosoma y un terminador. 
 40 
Por lo tanto, la invención se refiere a un procedimiento para la producción de un anticuerpo o un fragmento utilizando 
un sistema de expresión cistrónico doble como se describe en las reivindicaciones. 
 
Los detalles expuestos a continuación son solo de naturaleza ilustrativa y no pretenden limitar el ámbito de la invención. 
Otras características, objetos y ventajas de las invenciones serán evidentes a partir de la descripción. 45 
 
Breve descripción de las figuras adjuntas 
 

Figura 1; ilustra la fórmula del vector bicistrónico 
Figura 2; ilustra el mapa vectorial del clon pET21a-HC-LC 50 
Figura 3; ilustra el análisis por SDS PAGE de la fracción de sedimento insoluble del clon E. coli BL21A1 junto con 
controles y el producto de referencia 
Figura 4; ilustra el análisis por RP-HPLC (forma siglada de reversed phase-high performance liquid 
chromatography, cromatografía líquida de alto rendimiento de fase inversa) de muestras de CI solubilizados, 
observándose picos de la CP y la CL en el clon en comparación con la molécula de Fab reducida 55 
Figura 5; ilustra las ejecuciones de HPLC para separar el pico de la cadena pesada de otras proteínas 
Figura 6; ilustra un aumento significativo de la expresión del clon SAK-Lira en la construcción cistrónica doble en 
comparación con el clon de cistrón único en la línea celular E. coliBL21 A1. 
Figura 7; ilustra el mapa vectorial de pBAD24M-LC 

 60 
Descripción detallada de la invención 
 
Definiciones: 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "proteína de interés" se refiere en el presente documento a 65 
cualquier polipéptido, incluyendo proteínas y péptidos usados en la industria bioterapéutica o con fines de diagnóstico 
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o investigación. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "secuencia polinucleotídica que codifica una proteína de interés" 
como se usa en el presente documento incluye un ADN que codifica un gen, preferentemente un gen heterólogo que 
expresa el polipéptido. 5 
 
Como se usa en el presente documento, las expresiones "proteína y péptido recombinante" se refieren a una proteína 
o péptido que se produce mediante la expresión de ADN recombinante dentro de células vivas. 
 
Como se usa en el presente documento, los términos "Fab" y "anticuerpo" se usan indistintamente debido a que el 10 
anticuerpo comprende dos partes, es decir, la región Fab y la Fc. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a una molécula de ADN utilizada como vehículo 
para portar artificialmente material genético extraño a una célula bacteriana, donde puede replicarse y expresarse. 
Como se usa en el presente documento, el término "cistrón" se refiere a una sección de ADN que contiene el código 15 
genético de un único polipéptido y funciona como una unidad hereditaria. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "expresión independiente de doble cistrón" se refiere a dos 
cistrones distintos que se utilizan para expresar dos proteínas iguales o distintas de forma independiente. 
 20 
Como se usa en el presente documento, el término "igual" es intercambiable con idéntico o similar. 
 
La expresión "sistema de expresión cistrónica doble" como se usa en el presente documento incluye una secuencia 
polinucleotídica que codifica un polipéptido a expresar y secuencias que controlan su expresión, tal como un promotor 
y, opcionalmente, una secuencia potenciadora. El promotor está unido operativamente al gen a expresar, es decir, 25 
una unidad de transcripción, o está separado del mismo mediante ADN intercalado, tal como por ejemplo por la región 
5' no traducida del gen heterólogo. 
 Preferentemente, el sistema de expresión está flanqueado por uno o más sitios de restricción adecuados, para permitir 
la inserción del casete de expresión en un vector y/o su escisión de un vector. Por lo tanto, el sistema de expresión 
divulgado puede utilizarse para la construcción de un vector de expresión, en particular de un vector de expresión 30 
bacteriana. Como se usa en el presente documento, el término "promotores" se refiere a una región reguladora de 
ADN que habitualmente se encuentra corriente arriba de un gen, proporcionando un punto de control para una 
transcripción génica regulada. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "unido operativamente" se refiere a una relación funcional entre 35 
dos o más segmentos de ADN, en particular de secuencias genéticas a expresar y las secuencias que controlan su 
expresión. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "péptidos pequeños" o "péptidos" se refiere a péptidos que 
varían de 2 a 10 kDa, utilizados en la industria bioterapéutica y con fines de diagnóstico e investigación, como 40 
Liraglutida, exanetida, PTH, etc. 
 
La invención se refiere a un procedimiento como se describe en las reivindicaciones. 
 
En el presente documento se describe un sistema de expresión cistrónico doble para la producción de una diversidad 45 
de proteínas recombinantes de interés. En determinada realización, el sistema de expresión cistrónico doble 
comprende dos cistrones que tienen un promotor unido operativamente con la secuencia polinucleotídica que codifica 
la proteína de interés y un terminador. 
 
En determinada divulgación, el sistema de expresión cistrónico doble comprende dos cistrones que expresan la 50 
secuencia polinucleotídica que codifica la proteína de interés que se colocan en un solo vector. 
 
En una divulgación, el sistema de expresión cistrónico doble comprende; 
 

a) un primer cistrón que comprende un promotor unido operativamente con la secuencia polinucleotídica que 55 
codifica la proteína de interés; 
b) un segundo cistrón que comprende un promotor unido operativamente con la secuencia polinucleotídica que 
codifica la proteína de interés; 

 
en donde el primer y segundo cistrones se sitúan en un único vector y expresan una secuencia polinucleotídica que 60 
codifica la proteína de interés como cuerpos de inclusión formados en la célula hospedadora. 
 
En una divulgación, el promotor puede seleccionarse de promotor de T7, promotor de arabinosa phoA, tac, lpp, lac-lpp, 
lac, trp, trc, preferentemente el promotor de T7 y el promotor de arabinosa. En determinada realización, el sistema de 
expresión cistrónico doble comprende dos cistrones que expresan la secuencia polinucleotídica que codifica la 65 
proteína de interés bajo el control de dos promotores. En una realización, ambos promotores controlan la expresión 
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de una secuencia polinucleotídica que codifica la misma proteína de interés. En otra realización, ambos promotores 
controlan la expresión de la secuencia polinucleotídica que codifica la proteína de interés, con una longitud de 
aminoácidos o propiedades fisicoquímicas distintas. 
 
En determinada realización, la proteína de interés puede seleccionarse de péptidos y proteínas. 5 
 
En alguna realización, las proteínas pueden expresarse en un vector bicistrónico. La proteína comprende un anticuerpo 
o fragmento del mismo. El fragmento de anticuerpo puede expresarse en el sistema de expresión bicistrónico. El 
fragmento de anticuerpo puede seleccionarse de cadenas pesadas y ligeras de Fab de anticuerpos u otros fragmentos 
de anticuerpos, tales como scFv, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, Bis-scFv, minicuerpos Fab2 (biespecíficos), 10 
Fab3 (triespecífico). En una realización preferente, el sistema de expresión bicistrónico expresa la secuencia 
polinucleotídica que codifica la cadena pesada y la cadena ligera de anticuerpo que forman un anticuerpo Fab. En tal 
realización, el anticuerpo Fab muestra afinidad para el receptor de VEGF y dicho anticuerpo Fab es Ranibizumab. 
 
En otra divulgación, la proteína puede seleccionarse de, pero sin limitación, G-CSF, IFN, eritropoyetina, insulina y sus 15 
variantes, PTH (aa 1-84), FSH, LH, GH y proteína disulfuro isomerasa (PDI). 
 
En una divulgación, los péptidos pueden expresarse en vector bicistrónico. Los péptidos comprenden una secuencia 
de aminoácidos que se selecciona de al menos, de menos de 40 aminoácidos o preferentemente menos de 31 
aminoácidos, o más preferentemente menos de 10 aminoácidos. En determinada realización, el peso molecular del 20 
péptido se selecciona de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 kDa. El péptido puede seleccionarse de, pero 
sin limitación, análogos de péptido GLP-1 tales como Liraglutida o péptido Exendina, o de péptido GLP-2 como 
teduglutida y PTH (aa 1-34) e insulina. En otra realización preferente, el sistema de expresión bicistrónico expresa una 
secuencia polinucleotídica que codifica un péptido agonista de GLP-1. En tal realización, el péptido GLP-1 es 
Liraglutida. 25 
 
En otra realización, ambos promotores controlan independientemente la expresión de una cadena pesada o una 
cadena ligera de anticuerpo que tienen distintas longitudes de aminoácidos y propiedades fisicoquímicas. 
 
En una divulgación, el sistema de expresión cistrónico doble comprende: 30 
 

a) el primer cistrón comprende el promotor de T7 unido operativamente con la secuencia polinucleotídica que 
codifica la cadena pesada de anticuerpo; 
b) el segundo cistrón comprende el promotor de arabinosa unido operativamente con la secuencia polinucleotídica 
que codifica la cadena ligera de anticuerpo; 35 

 
En donde el primer y segundo cistrones se colocan en un único vector y expresan la cadena pesada y la cadena ligera 
del anticuerpo como cuerpos de inclusión formados en la célula hospedadora. 
 
En tal realización, la cadena pesada y la cadena ligera de anticuerpo comprenden la secuencia de nucleótidos de la 40 
secuencia de n.º de ID I y la secuencia de n.º de ID 2, o la secuencia de aminoácidos de la secuencia de n.º de ID 3 y 
la secuencia de número de ID 4.En algunas realizaciones, la posición del primer y segundo cistrones es intercambiable, 
en donde el segundo cistrón puede clonarse en el vector en la posición del primer cistrón y el primer cistrón puede 
posicionarse en el segundo cistrón. La cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo se expresan 
independientemente como cuerpos de inclusión y pueden tratarse adicionalmente para obtener anticuerpo Fab que 45 
muestre afinidad para el receptor de VEGF y dicho anticuerpo Fab es Ranibizumab. 
 
En determinada realización, la cadena pesada y la cadena ligera de anticuerpo se expresan, opcionalmente, en 
combinación con un péptido señal, preferentemente pelB. El péptido señal dirige la expresión de la proteína en el 
espacio periplásmico de la célula hospedadora. 50 
 
En una realización, el sistema de expresión cistrónico doble en un único vector que tiene dos promotores distintos, los 
promotores de arabinosa y de T7 que regulan la producción de, respectivamente, las cadenas ligera y pesada de 
fragmentos Fab recombinantes, respectivamente, y que tienen ambos una etiqueta pelB, se producen como cuerpos 
de inclusión insolubles en el espacio periplásmico de E. coli. 55 
 
En determinada realización, la cadena pesada o la cadena ligera de anticuerpo se expresan, opcionalmente, en 
combinación con un regulador, preferentemente el gen AraC, para aumentar adicionalmente la expresión de la 
proteína. 
 60 
El sistema de expresión cistrónico doble proporciona la expresión equimolar de la proteína de interés. La expresión 
equimolar es muy conveniente para obtener la proteína de interés con una calidad y cantidad adecuadas. Depende 
de la relación de la cadena pesada y ligera o de la relación de la subunidad del polipéptido clonado en el vector. En 
determinada realización, la cadena pesada y la cadena ligera se clonan en una relación adecuada que comprende 
que la cadena pesada sea al menos igual o mayor que la cadena ligera, para obtener la expresión equimolar de la 65 
cadena pesada y la ligera. La cadena pesada y la cadena ligera se clonan en una relación seleccionada de 1:5:0,7 a 
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1:1, que incluye 1:3:0,8, 1:2:0,9, 1:2:1 1:1. 
 
En una realización, el sistema de expresión cistrónico doble comprende la secuencia de nucleótidos como se expone 
en la secuencia de n.º de ID 19. 
 5 
En otra divulgación, el sistema de expresión cistrónico doble que comprende: 
 

a) el primer cistrón comprende el promotor de T7 unido operativamente con la secuencia polinucleotídica que 
codifica el péptido; 
b) el segundo cistrón comprende el promotor de arabinosa unido operativamente con la secuencia polinucleotídica 10 
que codifica el péptido; 

 
en donde el primer y segundo cistrones se sitúan en un único vector y expresan el péptido como cuerpos de inclusión 
formados en la célula hospedadora. 
 15 
En tal divulgación, el péptido es un análogo de GLP-1 que comprende la secuencia de nucleótidos como se expone 
en la secuencia de n.º de ID 6 que codifica el péptido agonista de GLP-1, que es Liraglutida que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la secuencia de n.º de ID 7. 
 
En determinada realización, el péptido puede expresarse, opcionalmente, con un péptido señal o 20 
regulador/potenciador conocido por el experto. 
 
En determinada divulgación, el péptido puede expresarse, opcionalmente, con un compañero de fusión o una etiqueta 
de fusión para evitar la degradación del péptido. El compañero de fusión comprende una secuencia de aminoácidos 
de 30 aminoácidos a 300 aminoácidos. El compañero de fusión comprende una secuencia de aminoácidos 25 
seleccionada de aproximadamente de 50 aminoácidos, 100 aminoácidos, aproximadamente 136 aminoácidos, 
aproximadamente 175 aminoácidos, aproximadamente 250 aminoácidos, 300 aminoácidos, preferentemente, 
aproximadamente 136 aminoácidos. La etiqueta de fusión puede seleccionarse de, pero sin limitación, etiqueta de 
histidina, glutatión-s-transferasa (GST), proteína de unión a maltosa, NusA, tiorredoxina (TRX), polihistidina (HIS), 
pequeño modificador similar a ubiquitina (SUMO, forma siglada de small ubiquitin-like modifier) y el gen de la ubiquitina 30 
(Ub) y la estafiloquinasa (SAK). En una realización preferente, la etiqueta de fusión es el gen de la SAK. El uso 
detallado del gen de la SAK como etiqueta de fusión con una proteína de interés se divulga en el documento 
US8853380. 
 
En alguna realización, el sistema de expresión bicistrónico comprende adicionalmente un marcador de selección que 35 
se selecciona de ampicilina, kanamicina, preferentemente ampicilina. 
 
En otra divulgación, la presente invención proporciona un procedimiento para la producción de una proteína de interés 
que comprende las etapas de: 
 40 

(i) transformar la célula hospedadora con un único vector que consiste esencialmente en un sistema de expresión 
cistrónico doble; 
(ii) cultivar la célula transformada en un medio adecuado para expresar la proteína de interés, en donde el primer 
y el segundo cistrón expresan la proteína de interés en cuerpos de inclusión; 
(iii) realizar la solubilización de los cuerpos de inclusión; 45 
(iv) realizar el replegamiento de la proteína de interés. 

 
En una divulgación, el sistema de expresión bicistrónico se transfecta en la célula hospedadora bacteriana adecuada 
para expresar la proteína de interés. La célula hospedadora bacteriana adecuada es E. coli, en la que la proteína de 
interés se expresa en forma de cuerpos de inclusión. Los cuerpos de inclusión son la sustancia insoluble formada en 50 
el periplasma o citoplasma de E. coli. Los cuerpos de inclusión pueden aislarse, solubilizarse y las proteínas de interés 
pueden recuperarse en forma activa mediante las técnicas bien conocidas en la técnica. 
 
En una realización, las cadenas pesadas y ligeras de los Fab de los anticuerpos u otros fragmentos de anticuerpos 
tales como scFv, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, Bis-scFv, minicuerpos Fab2 (biespecíficos), Fab3 55 
(triespecífico), se expresaron como cuerpos de inclusión insolubles en el espacio periplásmico de E. coli mediante la 
construcción de dos cistrones independientes en un único vector que tiene dos promotores distintos, los promotores 
de arabinosa y de T7. Los dos promotores distintos, es decir, el promotor de T7 y el promotor de arabinosa, ayudaron 
en la expresión de las cadenas pesada y ligera de la molécula del Fab, respectivamente. Las cadenas pesada y ligera 
del anticuerpo se produjeron como cuerpos de inclusión no funcionales en la célula bacteriana, es decir, E. coli, las 60 
que posteriormente se extraen, repliegan y purifican. 
 
En una realización de la invención, el cistrón comprende como tal que cada gen (cadena pesada y ligera) tenga sus 
propio promotor y terminador en un único vector. La cadena pesada se clonó bajo el control del promotor de T7 
mientras que la cadena ligera se clonó bajo el control del promotor de arabinosa. Ambas cadenas estaban precedidas 65 
por la etiqueta pelB de secuencia señal, para obtener el producto en el espacio periplásmico de la membrana 
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bacteriana. 
 
La ventaja del sistema de expresión bicistrónico es que tanto el de arabinosa como el de T7 son fuertes promotores, 
se obtiene una elevada expresión de las cadenas ligera y pesada a partir de un solo procedimiento de fermentación 
en lugar de fermentaciones separadas con clones de la cadena ligera y la pesada. El sistema de expresión de doble 5 
cistrón simplifica la caracterización y el mantenimiento de un banco de células único en lugar de bancos de células 
separados para los clones de la cadena ligera y la pesada. Además, los cuerpos de inclusión así obtenidos son 
relativamente puros cuando se extraen del espacio periplásmico de las células bacterianas. El alto nivel de expresión 
y las formas mucho más puras de las cadenas ligera y pesada obtenidas como cuerpos de inclusión son relativamente 
más fáciles de plegar en Fab funcionales ex vivo, aumentando significativamente, de este modo, el rendimiento del 10 
producto. 
 
Otra ventaja del sistema es que una proteína de interés puede clonarse y expresarse bajo los promotores de arabinosa 
y de T7, y el nivel de expresión de la proteína puede aumentarse significativamente. 
 15 
Los ejemplos divulgados a continuación son solo con fines ilustrativos de la invención y no pretenden ser limitantes. 
 
Ejemplo 1: Clonación de la cadena pesada en el vector pET21a 
 
La secuencia de ADN utilizada para la clonación de la cadena pesada y la ligera de fragmentos Fab se proporciona 20 
en las secuencias de n.º de ID 1 y 2, respectivamente. El inserto de la cadena pesada se amplificó a partir de ADN 
sintético utilizando cebadores específicos de genes. Los cebadores se diseñan de acuerdo con métodos bien 
conocidos en la técnica. Después, el producto de PCR de la cadena pesada se digirió con las enzimas Ndel-Hindlll y 
se ligó al vector pET21a digerido con las mismas enzimas. Los clones se exploraron mediante PCR de colonias y se 
confirmaron mediante análisis de restricción. El clon resultante se designó pET21a-HC. El vector recombinante se 25 
introdujo en la línea celular BL21A1 y se verificó la expresión de la cadena pesada. 
 
Ejemplo 2: Clonación de la cadena ligera en el vector pBAD24M 
 
El inserto de la cadena ligera se amplificó a partir de ADN sintético utilizando cebadores específicos del gen. Los 30 
cebadores están diseñados de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. La cadena ligera amplificada se 
digirió con las enzimas Ndel-Hindlll y se ligó al vector pBAD24M digerido (disponible en el laboratorio) en los mismos 
sitios. Los clones se exploraron mediante PCR de colonias y se confirmaron mediante análisis de restricción. El clon 
resultante se designó pBAD24M-LC. El vector recombinante se introdujo en la línea celular BL21A1 y se verificó la 
expresión de la cadena ligera. 35 
 
Ejemplo 3: Construcción de dos cistrones independientes en el mismo vector 
 
Los cebadores se diseñaron para amplificar la cadena ligera junto con el promotor de arabinosa, un terminador y el 
gen araC. Los cebadores están diseñados de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. Los cebadores 40 
añadieron un enlazador de Bglll al producto amplificado. El vector pET21a tenía un único sitio Bglll corriente arriba del 
promotor de T7. El casete de expresión de la cadena ligera se amplificó a partir del pBAD24M como molde con los 
cebadores específicos para el vector, y se clonó en el clon pET21a-HC en el sitio Bglll. El clon se confirmó mediante 
digestión de restricción y secuenciación. El clon final se designó pET21a-HC-LC y el clon adecuado se seleccionó 
basándose en la expresión. El mapa de clon de pET21a-HC-LC se presenta en la Figura 2. 45 
 
El clon así generado contiene todos los segmentos necesarios para la regulación independiente y la expresión de las 
cadenas pesada y ligera. 
 
Ejemplo 4: Análisis de expresión 50 
 
La línea celular E. coliBL21 A1 se utilizó como hospedador de expresión. Aparte de BL21 A1, se utiliza BL21 DE3 o 
cualquier otra línea celular que contenga el promotor de T7 en el genoma. Las células BL21 A1 se transformaron 
utilizando el clon seleccionado anteriormente junto con pET21a-HC y pBAD24M-LC como controles. La cadena pesada 
se indujo mediante IPTG al tiempo que la cadena ligera se indujo mediante arabinosa. La concentración del inductor 55 
fue de arabinosa 13 mM e IPTG 1 mM, y la inducción se realizó cuando la DO600 del cultivo fue de ~ 1. Las células se 
recogieron 4 horas posinducción. El estudio se realizó en matraces de agitación. El material recogido obtenido se lisó 
con perlas y se centrifugó para separar las fracciones soluble e insoluble. Las muestras se cargaron en geles de SDS 
PAGE al 12 % para verificar la expresión. El análisis por gel SDS PAGE se muestra en la Figura 3. Se cargó 
ranibizumab reducido en el Carril 5 de la Figura 3 para confirmar la expresión de las cadenas ligeras y pesadas 60 
reducidas. 
 
El análisis por SDS PAGE demostró la expresión de ambas cadenas en la fracción de sedimento insoluble y la misma 
se confirmó mediante análisis por RP-HPLC, en donde los tiempos de retención de las cadenas ligera y pesada del 
producto de referencia correspondieron a los tiempos de retención del producto propio. Los controles utilizados fueron 65 
la molécula Fab reducida (producto de referencia) y los productos del clon pET21a-HC y el clon pBAD24M. Por lo 
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tanto, se confirmó la expresión tanto de la cadena pesada y como de la ligera a partir de un único clon. El análisis por 
RP-HPLC se muestra en las Figura 4 y 5. En la RP-HPLC, los CI solubilizados y reducidos del clon de cistrón doble 
se compararon con ranibizumab reducido (RMP) y clones que expresan por separado las cadenas pesada y ligera, es 
decir, pET21-HC y pBAD24MLC. 
 5 
El tiempo de retención (TR) del pico principal de CI solubilizados de pBAD24MLC, que expresa solo la cadena ligera, 
coincide con el TR de la cadena ligera de RMP reducida. Un pico de impurezas a TR de 13 minutos coincide con el 
tiempo de retención de la cadena pesada, lo que fue indicativo de una hidrofobicidad similar. Las impurezas, por lo 
tanto, se caracterizaron por LC-MS/MS (forma siglada de liquid chromatography with mass spectrometry, 
cromatografía líquida con espectrometría de masas) y finalmente se anotaron como proteína de la célula hospedadora 10 
OMP C y cadena ligera con secuencia líder sin escindir a TR de 17 minutos. La cadena pesada expresada por pET21a-
HC coincide con la cadena pesada patrón de referencia. El perfil también indicó un pico posterior a TR de 19 minutos 
que se caracterizó como la cadena pesada con secuencia líder sin escindir. El clon cistrónico doble pET21a_HC_LC, 
que expresa tanto la CL como la CP, tiene 2 picos principales que tienen tiempos de retención equivalentes a los de 
la CL y la CP del patrón de referencia. Pero, dado que OMP C coeluyó con la cadena pesada, el método de análisis 15 
de fase inversa tuvo que resolverse mejor y esto se presenta en la Fig. 4. 
 
El método existente en la columna Zorbax C8 RP se modificó a Aeriswidepore C8, y se resolvieron las especies que 
coeluían. Los CI solubilizados de pET21a_HC_LC presentaron en Aeriswidepore C8 picos distintos de CL, CP y OMP 
C, lo que permitió la identidad y la cuantificación precisa de subunidades individuales en los CI, como es evidente en 20 
la Figura 5. 
 
Aunque determinadas realizaciones y ejemplos se han descrito en detalle anteriormente, los expertos en la materia 
entenderán claramente que son posibles muchas modificaciones en las realizaciones y ejemplos sin apartarse de las 
enseñanzas de los mismos. 25 
 
Ejemplo n.º 5: Clonación de un péptido pequeño (Liraglutida) con la etiqueta de fusión de estafiloquinasa (SAK) en el 
vector pET24a 
 
Los genes de la SAK y la Liraglutida se amplificaron a partir de ADN sintético utilizando cebadores específicos de los 30 
genes. Los cebadores se diseñan de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica y los productos de PCR se 
digirieron con las enzimas Ndel-BamHI y BamHI-Hindlll, y se ligaron al vector pET24a digerido en los sitios Ndel-Hindlll. 
Los clones se exploraron mediante PCR de colonias y se confirmaron mediante análisis de restricción. El clon 
resultante se designó pET24a-SAK-Lira. 
 35 
Ejemplo 6: Clonación de un péptido pequeño (Liraglutida) con la etiqueta de fusión de estafiloquinasa en el vector 
pBAD24M 
 
Como se proporciona en el ejemplo n.º 6, la Liraglutida con etiqueta de SAK se clonó en el vector pBAD24M. El clon 
se designó pBAD24M-SAK-Lira. 40 
 
Ejemplo n.º 7: Construcción de dos cistrones independientes en el mismo vector, expresando ambos cistrones el 
péptido de fusión SAK-Lira 
 
Para construir el clon de cistrón doble de Liraglutida se utilizó la estrategia de diseño de clones utilizada en el ejemplo 45 
n.º 3, en donde el gen de fusión de SAK-Lira junto con el casete de expresión de la arabinosa se amplificó a partir del 
clon pBAD24M-SAK-Lira, y se clonó en el clon pET24a-SAK-Lira para construir una construcción de cistrón doble. El 
clon se etiquetó como pET-ara-SAK-Lira 
 
Ejemplo n.º 8: Análisis de expresión del clon de cistrón doble con la proteína de fusión de SAK-Lira. 50 
 
La línea celular E. coliBL21 A1 se utilizó como hospedador de expresión. Aparte de BL21 A1, se utiliza BL21 DE3 o 
cualquier otra línea celular que contenga el promotor de T7 en el genoma. Las células BL21 A1 se transformaron 
utilizando las construcciones de cistrón simple y doble anteriores. Los clones se indujeron mediante IPTG y arabinosa. 
La concentración del inductor fue de arabinosa 13 mM e IPTG 1 mM, y la inducción se realizó cuando la DO600 del 55 
cultivo fue de ~ 1. Las células se recogieron 4 horas posinducción. El estudio se realizó en matraces de agitación. El 
material recogido obtenido se lisó con perlas y se centrifugó para separar las fracciones soluble e insoluble. Las 
muestras se cargaron en geles de SDS PAGE al 12 % para verificar la expresión. 
El análisis por gel SDS PAGE muestra claramente una expresión aumentada de la proteína de fusión SAK-Lira en el 
clon de cistrón doble (Figura 6, calle 2), en comparación con el clon pET24a-SAK-Lira de cistrón único (Figura 6, calle 60 
3). 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un procedimiento para la producción de un anticuerpo o un fragmento del mismo que comprende las etapas de: 
 

(i) transformar una célula hospedadora bacteriana con un único vector que consiste en un sistema de expresión 5 
cistrónico doble; 
(ii) cultivar las células bacterianas transformadas en medio adecuado para expresar el anticuerpo o un fragmento 
del mismo como cuerpos de inclusión; 
(iii) realizar la solubilización de dichos cuerpos de inclusión; 
(iv) realizar el replegamiento del anticuerpo o el fragmento del mismo; 10 
en donde el sistema de expresión cistrónico doble comprende: 

 
a) un primer cistrón que comprende un promotor de T7 unido operativamente con una secuencia 
polinucleotídica que codifica una cadena pesada del anticuerpo o el fragmento de la misma; 
b) un segundo cistrón que comprende un promotor de arabinosa unido operativamente con una secuencia 15 
polinucleotídica que codifica una cadena ligera del anticuerpo o el fragmento de la misma; 

 
en donde el primer y segundo cistrones se sitúan en el vector único y expresan el anticuerpo o fragmento del 
mismo como cuerpos de inclusión; y 
en donde la expresión de la cadena pesada se induce mediante IPTG, al tiempo que la expresión de la cadena 20 
ligera se induce mediante arabinosa, de tal manera que la cadena pesada y la cadena ligera se expresan a niveles 
de expresión equimolares. 

 
2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la célula hospedadora bacteriana es E. coli. 
 25 
3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en donde el sistema de expresión cistrónico doble comprende 
una secuencia de nucleótidos como se expone en la SEQ ID NO: 19. 
 
4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en donde el procedimiento es para la producción de 
Ranibizumab y comprende las etapas de: 30 
 

(i) transformar E. coli con un único vector que consiste en el sistema de expresión cistrónico doble; 
(ii) cultivar la célula transformada en un medio adecuado, en donde el primer y el segundo cistrón expresan las 
cadenas pesada y ligera de Ranibizumab como cuerpos de inclusión; 
(iii) realizar la solubilización de dichos cuerpos de inclusión; 35 
(iv) realizar el replegamiento de dichos cuerpos de inclusión en condiciones adecuadas para obtener un 
Ranibizumab funcional; 

 
en donde el primer cistrón comprende un promotor de T7 unido operativamente con la secuencia polinucleotídica que 
codifica la cadena pesada de ranibizumab, y el segundo cistrón comprende un promotor de arabinosa unido 40 
operativamente con la secuencia polinucleotídica que codifica la cadena ligera de ranibizumab; y 
en donde se utiliza IPTG I mM para inducir la expresión de la cadena pesada de Ranibizumab al tiempo que se utiliza 
Arabinosa 13 mM para inducir la expresión de la cadena ligera de Ranibizumab, de tal manera que la cadena pesada 
y la cadena ligera se expresan a niveles de expresión equimolares.  
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