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DESCRIPCION
Sistema de expresién bacteriano cistronico doble
Campo de la invencion

En el presente documento se describe un sistema de expresiéon independiente de doble cistrén en un unico vector
para la produccién de una proteina de interés que comprende fragmentos Fab de anticuerpos recombinantes u otros
fragmentos de anticuerpos, péptidos y proteinas expresados como cuerpos de inclusién insolubles formados en la
bacteria E. coli.

La presente invencidn proporciona un procedimiento para la expresiéon de un anticuerpo o un fragmento del mismo
utilizando dicho vector bicistronico.

Antecedentes de la invencion

La tecnologia de ADN recombinante (ADNr) ha revolucionado la forma en que se preparan los agentes terapéuticos.
Las proteinas necesarias se fabrican ahora dentro de una célula extrafia y se purifican.

Las proteinas que tienen modificaciones postraduccionales (las MPT) generalmente se expresan como moléculas
recombinantes en sistemas de mamifero o de levadura. Los sistemas de expresion de levadura como Pichia y
Saccharomyces estan mas cerca de los sistemas de mamifero en términos de las MPT, pero aun difieren en los tipos
de glucosilaciones, como los glucanos con alto contenido en manosa en el caso de Pichia, lo que los hace inadecuados
para la expresion de proteinas recombinantes para el uso humano.

Los anticuerpos monoclonales (los mAb), los anticuerpos, las proteinas de fusion, los fragmentos Fab de los mAb, se
utilizan como agentes terapéuticos. La tecnologia de ADNr utiliza vectores y sistemas de expresion especializados
para la produccion de proteinas terapéuticas. Los sistemas de expresion consisten principalmente en sistemas de
expresion de bacterias, de levadura, de insecto o de mamifero. Inicialmente, la mayoria de las proteinas recombinantes
se expresaban en el sistema de expresion bacteriana utilizando E. coli como hospedadora. Utilizar E. coli como
hospedador de expresion presenta varias ventajas, tal como la facilidad de clonacion, facilidad de expresion, plazos
mas cortos, periodos de incubacion mas cortos y rendimientos muy altos. Por lo tanto, las proteinas que no necesitan
ninguna MPT pueden expresarse de forma segura en E. coli.

Los Fab, que son la parte del fragmento de unién a antigeno de los mAb, no necesitan expresarse en sistemas de
mamifero ya que no contienen los sitios de glucosilacion presentes en la porcién Fc del anticuerpo. Por tanto, los Fab
habitualmente se expresan en un sistema de E. coli. Durante los afios 80 y 90, varios investigadores intentaron la
expresion de Fab en E. coli. PlickthunA et. al., 1990Behring Inst. Mitt. (87):48-55 son algunos de los primeros
investigadores que informaron la secrecion 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 bacteri6fago lambda para la expresion de moléculas Fab en un
sistema de presentacion en fagos en E. coli. para la produccion de Fab, de anticuerpo bivalente o de fragmentos de
anticuerpo quimérico en E. coli. Ademas, también se produjo el Fab en E. coli como cuerpos de inclusion mal plegados,
y después se los replegd para obtener la molécula funcional y, de este modo, se obtuvo un aumento del 40 % en los
rendimientos de anticuerpos.

La mayoria de los estudios mencionados anteriormente utilizaron un Unico promotor, es decir, phoA, para dirigir la
expresion tanto de la cadena pesada como de la ligera. El sitio de union al ribosoma (sur) presente entre las cadenas
pesada y ligera dirige la transcripcion y la traduccion del segundo gen.

El documento US5648237 también utilizé una estrategia similar de promotor Unico (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 expresion del segundo gen son habitualmente mas bajos que los del primer gen, limitando asi los rendimientos del
Fab funcional.

La patente N.° WO03018771 divulga un procedimiento para la produccion 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 especifica la
produccion de las cadenas ligera y pesada, y permitiendo el ensamblaje de las cadenas ligera y pesada.

La patente N.° EP1356052B1 divulga un método para producir anticuerpos completos en células procariotas. Hay una
presencia de un primer promotor y un primer cistrén para producir la cadena ligera de inmunoglobulina y de un segundo
promotor y un segundo cistron para producir la cadena pesada de inmunoglobulina, en donde ambas cadenas se
pliegan y ensamblan para formar una inmunoglobulina biol6gicamente activa.

El documento W02003018771 divulga un procedimiento para la produccién 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 especifica la
produccion 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 bicistrénico de dos promotores para
la produccién de proteina en grandes cantidades y adecuado para un ensayo de cristalizacion extenso.

Sumario de la invencién
La invencion es como se define en las reivindicaciones.

En el presente documento se describe un sistema de expresiéon independiente de doble cistrén en un Unico vector
para la produccion de proteinas y péptidos recombinantes expresados como cuerpos de inclusion insolubles en células
bacterianas.

Ademas, se describe un procedimiento de preparacion de un sistema de expresién independiente de doble cistrén en
un unico vector que tiene dos promotores distintos para la produccion de proteinas y péptidos recombinantes
expresados como cuerpos de inclusion insolubles en células bacterianas.

Ademas, se describe un sistema de expresion independiente de doble cistron en un Unico vector que tiene dos
promotores distintos para la produccion de fragmentos de anticuerpos expresados como cuerpos de inclusion
insolubles en células bacterianas.

Ademas, se describe un sistema de expresion independiente de doble cistron en un unico vector que tiene dos
promotores distintos para la produccion de un fragmento de anticuerpos Fab recombinante, expresado como cuerpos
de inclusidn insolubles en células bacterianas.

Ademas, se describe un sistema de expresion independiente de doble cistron en un Unico vector que tiene dos
promotores distintos para la produccion de péptidos recombinantes expresados como cuerpos de inclusién insolubles
en células bacterianas.

El sistema de expresion cistronico doble puede comprender:

a) un primer cistron que comprende un promotor unido operativamente con la secuencia polinucleotidica que
codifica la proteina de interés;
b) un segundo cistron que comprende un promotor unido operativamente con la secuencia polinucleotidica que
codifica la proteina de interés;

en donde el primer y segundo cistrones se sitian en un Unico vector y expresan una secuencia polinucleotidica que
codifica la proteina de interés como cuerpos de inclusion en las células bacterianas. Ademas, se describe un vector
cistronico doble que comprende un promotor unido operativamente a un sitio de clonacién multiple que contiene un
gen de interés, un sitio de unidn al ribosoma y un terminador.

Por lo tanto, la invencion se refiere a un procedimiento para la produccién de un anticuerpo o un fragmento utilizando
un sistema de expresion cistronico doble como se describe en las reivindicaciones.

Los detalles expuestos a continuacion son solo de naturaleza ilustrativa y no pretenden limitar el ambito de la invencion.
Otras caracteristicas, objetos y ventajas de las invenciones seran evidentes a partir de la descripcion.

Breve descripcion de las figuras adjuntas

Figura 1; ilustra la formula del vector bicistronico

Figura 2; ilustra el mapa vectorial del clon pET21a-HC-LC

Figura 3; ilustra el analisis por SDS PAGE de la fraccion de sedimento insoluble del clon E. coli BL21A1 junto con
controles y el producto de referencia

Figura 4; ilustra el analisis por RP-HPLC (forma siglada de reversed phase-high performance liquid
chromatography, cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa) de muestras de CI solubilizados,
observandose picos de la CP y la CL en el clon en comparacion con la molécula de Fab reducida

Figura 5; ilustra las ejecuciones de HPLC para separar el pico de la cadena pesada de otras proteinas

Figura 6; ilustra un aumento significativo de la expresion del clon SAK-Lira en la construccion cistronica doble en
comparacion con el clon de cistron Unico en la linea celular E. coliBL21 A1.

Figura 7; ilustra el mapa vectorial de pBAD24M-LC

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones:

Como se usa en el presente documento, la expresion "proteina de interés" se refiere en el presente documento a
cualquier polipéptido, incluyendo proteinas y péptidos usados en la industria bioterapéutica o con fines de diagndstico
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o investigacion.

Como se usa en el presente documento, la expresién "secuencia polinucleotidica que codifica una proteina de interés"
como se usa en el presente documento incluye un ADN que codifica un gen, preferentemente un gen heterélogo que
expresa el polipéptido.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "proteina y péptido recombinante” se refieren a una proteina
o péptido que se produce mediante la expresién 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
anticuerpo comprende dos partes, es decir, la region Fab y la Fc.

Como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a una molécula de ADN utilizada como vehiculo
para portar artificialmente material genético extrafio a una célula bacteriana, donde puede replicarse y expresarse.
Como se usa en el presente documento, el término "cistron” se refiere a una seccién de ADN que contiene el cédigo
genético de un unico polipéptido y funciona como una unidad hereditaria.

Como se usa en el presente documento, la expresion "expresion independiente de doble cistron" se refiere a dos
cistrones distintos que se utilizan para expresar dos proteinas iguales o distintas de forma independiente.

Como se usa en el presente documento, el término "igual" es intercambiable con idéntico o similar.

La expresion "sistema de expresion cistronica doble" como se usa en el presente documento incluye una secuencia
polinucleotidica que codifica un polipéptido a expresar y secuencias que controlan su expresion, tal como un promotor
y, opcionalmente, una secuencia potenciadora. El promotor esta unido operativamente al gen a expresar, es decir,
una unidad de transcripcion, o esta separado del mismo mediante ADN intercalado, tal como por ejemplo por la region
5' no traducida del gen heterdlogo.

Preferentemente, el sistema de expresion esta flanqueado por uno o mas sitios de restriccion adecuados, para permitir
la insercion del casete de expresion en un vector y/o su escisidon de un vector. Por lo tanto, el sistema de expresion
divulgado puede utilizarse para la construccién de un vector de expresién, en particular de un vector de expresion
bacteriana. Como se usa en el presente documento, el término "promotores" se refiere a una region reguladora de
ADN que habitualmente se encuentra corriente arriba de un gen, proporcionando un punto de control para una
transcripcion génica regulada.

Como se usa en el presente documento, la expresion "unido operativamente” se refiere a una relacion funcional entre
dos 0 mas segmentos de ADN, en particular de secuencias genéticas a expresar y las secuencias que controlan su
expresion.

Como se usa en el presente documento, la expresion "péptidos pequefios" o "péptidos” se refiere a péptidos que
varian de 2 a 10 kDa, utilizados en la industria bioterapéutica y con fines de diagnodstico e investigacion, como
Liraglutida, exanetida, PTH, etc.

La invencion se refiere a un procedimiento como se describe en las reivindicaciones.

En el presente documento se describe un sistema de expresion cistrénico doble para la produccion de una diversidad
de proteinas recombinantes de interés. En determinada realizacion, el sistema de expresion cistronico doble
comprende dos cistrones que tienen un promotor unido operativamente con la secuencia polinucleotidica que codifica
la proteina de interés y un terminador.

En determinada divulgacion, el sistema de expresion cistronico doble comprende dos cistrones que expresan la
secuencia polinucleotidica que codifica la proteina de interés que se colocan en un solo vector.

En una divulgacion, el sistema de expresion cistronico doble comprende;

a) un primer cistron que comprende un promotor unido operativamente con la secuencia polinucleotidica que
codifica la proteina de interés;
b) un segundo cistron que comprende un promotor unido operativamente con la secuencia polinucleotidica que
codifica la proteina de interés;

en donde el primer y segundo cistrones se sittian en un Unico vector y expresan una secuencia polinucleotidica que
codifica la proteina de interés como cuerpos de inclusién formados en la célula hospedadora.

En una divulgacion, el promotor puede seleccionarse de promotor de T7, promotor de arabinosa phoA, tac, Ipp, lac-Ipp,
lac, trp, trc, preferentemente el promotor de T7 y el promotor de arabinosa. En determinada realizacion, el sistema de
expresion cistronico doble comprende dos cistrones que expresan la secuencia polinucleotidica que codifica la
proteina de interés bajo el control de dos promotores. En una realizacion, ambos promotores controlan la expresion
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de una secuencia polinucleotidica que codifica la misma proteina de interés. En otra realizacion, ambos promotores
controlan la expresidon de la secuencia polinucleotidica que codifica la proteina de interés, con una longitud de
aminodacidos o propiedades fisicoquimicas distintas.

En determinada realizacion, la proteina de interés puede seleccionarse de péptidos y proteinas.

En alguna realizacion, las proteinas pueden expresarse en un vector bicistronico. La proteina comprende un anticuerpo
o fragmento del mismo. El fragmento de anticuerpo puede expresarse en el sistema de expresion bicistrénico. 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 Fab, (biespecificos),
Fab3 (triespecifico). En una realizacion preferente, el sistema de expresidon bicistrénico expresa la secuencia
polinucleotidica que codifica la cadena pesada y la cadena ligera de anticuerpo que forman un anticuerpo Fab. En tal
realizacion, el anticuerpo Fab muestra afinidad para el receptor de VEGF y dicho anticuerpo Fab es Ranibizumab.

En otra divulgacion, la proteina puede seleccionarse de, pero sin limitacién, G-CSF, IFN, eritropoyetina, insulina y sus
variantes, PTH (aa 1-84), FSH, LH, GH y proteina disulfuro isomerasa (PDI).

En una divulgacién, los péptidos pueden expresarse en vector bicistronico. Los péptidos comprenden una secuencia
de aminoacidos que se selecciona de al menos, de menos de 40 aminoacidos o preferentemente menos de 31
aminoacidos, o mas preferentemente menos de 10 aminoacidos. En determinada realizacion, el peso molecular del
péptido se selecciona de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 kDa. El péptido puede seleccionarse de, pero
sin limitacién, analogos 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 realizacion preferente, el sistema de expresion bicistrénico expresa una
secuencia polinucleotidica que codifica un péptido agonista de GLP-1. En tal realizacion, el péptido GLP-1 es
Liraglutida.

En otra realizacién, ambos promotores controlan independientemente la expresiéon de una cadena pesada o una
cadena ligera de anticuerpo que tienen distintas longitudes de aminoécidos y propiedades fisicoquimicas.

En una divulgacion, el sistema de expresion cistrénico doble comprende:

a) el primer cistron comprende el promotor de T7 unido operativamente con la secuencia polinucleotidica que
codifica la cadena pesada de anticuerpo;

b) el segundo cistron comprende el promotor de arabinosa unido operativamente con la secuencia polinucleotidica
que codifica la cadena ligera de anticuerpo;

En donde el primer y segundo cistrones se colocan en un Unico vector y expresan la cadena pesada y la cadena ligera
del anticuerpo como cuerpos de inclusién formados en la célula hospedadora.

En tal realizacion, la cadena pesada y la cadena ligera de anticuerpo comprenden la secuencia de nucleétidos de la
secuencia de n.° de ID | y la secuencia de n.° de ID 2, o la secuencia de aminoacidos de la secuenciade n.°deID 3y
la secuencia de numero de ID 4.En algunas realizaciones, la posicion del primer y segundo cistrones es intercambiable,
en donde el segundo cistron puede clonarse en el vector en la posiciéon del primer cistron y el primer cistron puede
posicionarse en el segundo cistron. La cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo se expresan
independientemente como cuerpos de inclusidon y pueden tratarse adicionalmente para obtener anticuerpo Fab que
muestre afinidad para el receptor de VEGF y dicho anticuerpo Fab es Ranibizumab.

En determinada realizacion, la cadena pesada y la cadena ligera de anticuerpo se expresan, opcionalmente, en
combinacion con un péptido sefial, preferentemente pelB. El péptido sefial dirige la expresion de la proteina en el
espacio periplasmico de la célula hospedadora.

En una realizacion, el sistema de expresion cistrénico doble en un Unico vector que tiene dos promotores distintos, los
promotores de arabinosa y de T7 que regulan la produccion de, respectivamente, las cadenas ligera y pesada de
fragmentos Fab recombinantes, respectivamente, y que tienen ambos una etiqueta pelB, se producen como cuerpos
de inclusién insolubles en el espacio periplasmico de E. coli.

En determinada realizacion, la cadena pesada o la cadena ligera de anticuerpo se expresan, opcionalmente, en
combinacion con un regulador, preferentemente el gen AraC, para aumentar adicionalmente la expresion de la
proteina.

El sistema de expresion cistrénico doble proporciona la expresion equimolar de la proteina de interés. La expresion
equimolar es muy conveniente para obtener la proteina de interés con una calidad y cantidad adecuadas. Depende
de la relacion de la cadena pesada y ligera o de la relacién de la subunidad del polipéptido clonado en el vector. En
determinada realizacion, la cadena pesada y la cadena ligera se clonan en una relacién adecuada que comprende
que la cadena pesada sea al menos igual o mayor que la cadena ligera, para obtener la expresion equimolar de la
cadena pesada y la ligera. La cadena pesada y la cadena ligera se clonan en una relacion 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 realizacion, el sistema de expresion cistronico doble comprende la secuencia de nucledtidos como se expone
en la secuencia de n.° de ID 19.

En otra divulgacién, el sistema de expresion cistronico doble que comprende:

a) el primer cistron comprende el promotor de T7 unido operativamente con la secuencia polinucleotidica que
codifica el péptido;

b) el segundo cistron comprende el promotor de arabinosa unido operativamente con la secuencia polinucleotidica
que codifica el péptido;

en donde el primer y segundo cistrones se situan en un unico vector y expresan el péptido como cuerpos de inclusion
formados en la célula hospedadora.

En tal divulgacion, el péptido es un analogo de GLP-1 que comprende la secuencia de nucleétidos como se expone
en la secuencia de n.° de ID 6 que codifica el péptido agonista de GLP-1, que es Liraglutida que tiene la secuencia de
aminoacidos de la secuenciade n.°de ID 7.

En determinada realizacion, el péptido puede expresarse, opcionalmente, con un péptido sefal o
regulador/potenciador conocido por el experto.

En determinada divulgacion, el péptido puede expresarse, opcionalmente, con un compafiero de fusion o una etiqueta
de fusion para evitar la degradacion del péptido. El compafiero de fusién comprende una secuencia de aminoacidos
de 30 aminoacidos a 300 aminoacidos. El comparfiero de fusion comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de aproximadamente de 50 aminoacidos, 100 aminoacidos, aproximadamente 136 aminoacidos,
aproximadamente 175 aminoacidos, aproximadamente 250 aminoacidos, 300 aminoacidos, preferentemente,
aproximadamente 136 aminoacidos. La etiqueta de fusion puede seleccionarse de, pero sin limitacién, etiqueta de
histidina, glutation-s-transferasa (GST), proteina de union a maltosa, NusA, tiorredoxina (TRX), polihistidina (HIS),
pequerio modificador similar a ubiquitina (SUMO, forma siglada de small ubiquitin-like modifier) y el gen de la ubiquitina
(Ub) y la estafiloquinasa (SAK). En una realizacion preferente, la etiqueta de fusiéon es el gen de la SAK. El uso
detallado del gen de la SAK como etiqueta de fusién con una proteina de interés se divulga en el documento
US8853380.

En alguna realizacion, el sistema de expresion bicistronico comprende adicionalmente un marcador de selecciéon que
se selecciona de ampicilina, kanamicina, preferentemente ampicilina.

En otra divulgacion, la presente invencion proporciona un procedimiento para la produccion de una proteina de interés
que comprende las etapas de:

(i) transformar la célula hospedadora con un unico vector que consiste esencialmente en un sistema de expresion
cistrénico doble;

(ii) cultivar la célula transformada en un medio adecuado para expresar la proteina de interés, en donde el primer
y el segundo cistron expresan la proteina de interés en cuerpos de inclusion;

(iii) realizar la solubilizacién de los cuerpos de inclusion;

(iv) realizar el replegamiento de la proteina de interés.

En una divulgacion, el sistema de expresion bicistronico se transfecta en la célula hospedadora bacteriana adecuada
para expresar la proteina de interés. La célula hospedadora bacteriana adecuada es E. coli, en la que la proteina de
interés se expresa en forma de cuerpos de inclusion. Los cuerpos de inclusién son la sustancia insoluble formada en
el periplasma o citoplasma de E. coli. Los cuerpos de inclusion pueden aislarse, solubilizarse y las proteinas de interés
pueden recuperarse en forma activa mediante las técnicas bien conocidas en la técnica.

En una realizacion, 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 Fab, (biespecificos), Fab3
(triespecifico), se expresaron como cuerpos de inclusidn insolubles en el espacio periplasmico de E. coli mediante la
construccién de dos cistrones independientes en un unico 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 expresion de las cadenas pesada y ligera de la molécula del Fab, respectivamente. Las cadenas pesaday ligera
del anticuerpo se produjeron como cuerpos de inclusion no funcionales en la célula bacteriana, es decir, E. coli, las
que posteriormente se extraen, repliegan y purifican.

En una realizacién de la invencion, el cistron comprende como tal que cada gen (cadena pesada vy ligera) tenga sus
propio promotor y terminador en un unico vector. La cadena pesada se clond bajo el control del promotor de T7
mientras que la cadena ligera se clond bajo el control del promotor de arabinosa. Ambas cadenas estaban precedidas
por la etiqueta pelB de secuencia sefial, para obtener el producto en el espacio periplasmico de la membrana
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bacteriana.

La ventaja del sistema de expresion bicistronico es que tanto el de arabinosa como el de T7 son fuertes promotores,
se obtiene una elevada expresion de las cadenas ligera y pesada a partir de un solo procedimiento de fermentacion
en lugar de fermentaciones separadas con clones de la cadena ligera y la pesada. El sistema de expresion de doble
cistron simplifica la caracterizacion y el mantenimiento de un banco de células Unico en lugar de bancos de células
separados para los clones de la cadena ligera y la pesada. Ademas, los cuerpos de inclusion asi obtenidos son
relativamente puros cuando se extraen del espacio periplasmico de las células bacterianas. El alto nivel de expresion
y las formas mucho mas puras de las cadenas ligera y pesada obtenidas como cuerpos de inclusion son relativamente
mas faciles de plegar en Fab funcionales ex vivo, aumentando significativamente, de este modo, el rendimiento del
producto.

Otra ventaja del sistema es que una proteina de interés puede clonarse y expresarse bajo los promotores de arabinosa
y de T7, y el nivel de expresion de la proteina puede aumentarse significativamente.

Los ejemplos divulgados a continuacién son solo con fines ilustrativos de la invencion y no pretenden ser limitantes.
Ejemplo 1: Clonacion de la cadena pesada en el vector pET21a

La secuencia de ADN utilizada para la clonacion de la cadena pesada y la ligera de fragmentos Fab se proporciona
en las secuencias de n.° de ID 1y 2, respectivamente. El inserto de la cadena pesada se amplific a partir de ADN
sintético utilizando cebadores especificos de genes. Los cebadores se disefian de acuerdo con métodos bien
conocidos en la técnica. Después, el producto de PCR de la cadena pesada se digirié con las enzimas Ndel-Hindlll y
se ligd al vector pET21a digerido con las mismas enzimas. Los clones se exploraron mediante PCR de colonias y se
confirmaron mediante analisis de restriccion. El clon resultante se designé pET21a-HC. El vector recombinante se
introdujo en la linea celular BL21A1 y se verifico la expresion de la cadena pesada.

Ejemplo 2: Clonacién de la cadena ligera en el vector pBAD24M

El inserto de la cadena ligera se amplificé a partir de ADN sintético utilizando cebadores especificos del gen. Los
cebadores estan disefiados de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. La cadena ligera amplificada se
digirio con las enzimas Ndel-Hindlll y se ligé al vector pBAD24M digerido (disponible en el laboratorio) en los mismos
sitios. Los clones se exploraron mediante PCR de colonias y se confirmaron mediante andlisis de restriccion. El clon
resultante se designé pBAD24M-LC. El vector recombinante se introdujo en la linea celular BL21A1 y se verifico la
expresion de la cadena ligera.

Ejemplo 3: Construccion de dos cistrones independientes en el mismo vector

Los cebadores se disefiaron para amplificar la cadena ligera junto con el promotor de arabinosa, un terminador vy el
gen araC. Los cebadores estan disefiados de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. Los cebadores
afiadieron un enlazador de Bglll al producto amplificado. El vector pET21a tenia un unico sitio Bglll corriente arriba del
promotor de T7. El casete de expresion de la cadena ligera se amplifico a partir del pBAD24M como molde con los
cebadores especificos para el vector, y se clon6 en el clon pET21a-HC en el sitio Bglll. El clon se confirmé mediante
digestion de restriccion y secuenciacion. El clon final se designé pET21a-HC-LC vy el clon adecuado se selecciond
basandose en la expresion. El mapa de clon de pET21a-HC-LC se presenta en la Figura 2.

El clon asi generado contiene todos los segmentos necesarios para la regulacion independiente y la expresion de las
cadenas pesada y ligera.

Ejemplo 4: Analisis de expresion

La linea celular E. coliBL21 A1 se utilizé como hospedador de expresion. Aparte de BL21 A1, se utiliza BL21 DE3 o
cualquier ofra linea 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 concentracion del inductor
fue de arabinosa 13 mM e IPTG 1 mM, y la induccién se realizé cuando la DOeoo del cultivo fue de ~ 1. Las células se
recogieron 4 horas posinduccion. El estudio se realizé en matraces de agitacion. El material recogido obtenido se lisé
con perlas y se centrifugd para separar las fracciones soluble e insoluble. Las muestras se cargaron en geles de SDS
PAGE al 12 % para verificar la expresion. El anadlisis por gel SDS PAGE se muestra en la Figura 3. Se cargo
ranibizumab reducido en el Carril 5 de la Figura 3 para confirmar la expresion de las cadenas ligeras y pesadas
reducidas.

El analisis por SDS PAGE demostro la expresion de ambas cadenas en la fraccion de sedimento insoluble y la misma
se confirm6 mediante andlisis por RP-HPLC, en donde los tiempos de retencion de las cadenas ligera y pesada del
producto de referencia correspondieron a los tiempos de retencion del producto propio. Los controles utilizados fueron
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 confirmo la expresion tanto de la cadena pesada y como de la ligera a partir de un Unico clon. El analisis por
RP-HPLC se muestra en las Figura 4 y 5. En la RP-HPLC, los CI solubilizados y reducidos del clon de cistron doble
se compararon con ranibizumab reducido (RMP) y clones que expresan por separado las cadenas pesada y ligera, es
decir, pET21-HC y pBAD24MLC.

El tiempo de retencién (TR) del pico principal de Cl 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 retencién 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,
cromatografia liquida con espectrometria de masas) y finalmente se anotaron como proteina de la célula hospedadora
OMP Cy cadena ligera con secuencia lider sin escindir a TR de 17 minutos. La cadena pesada expresada por pET21a-
HC coincide con la cadena pesada patrén de referencia. El perfil también indicé un pico posterior a TR de 19 minutos
que se caracterizo como la cadena pesada con secuencia lider sin escindir. El clon cistrénico doble pET21a_HC_LC,
que expresa tanto la CL como la CP, tiene 2 picos principales que tienen tiempos de retencion equivalentes a los de
la CL y la CP del patron de referencia. Pero, dado que OMP C coeluyé con la cadena pesada, el método de analisis
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 modificé a Aeriswidepore C8, y se resolvieron las especies que
coeluian. Los ClI solubilizados de pET21a_HC_LC presentaron en Aeriswidepore C8 picos distintos de CL, CP y OMP
C, lo que permiti6 la identidad y la cuantificacion precisa de subunidades individuales en los Cl, como es evidente en
la Figura 5.

Aunque determinadas realizaciones y ejemplos se han descrito en detalle anteriormente, los expertos en la materia
entenderan claramente que son posibles muchas modificaciones en las realizaciones y ejemplos sin apartarse de las
ensefianzas de los mismos.

Ejemplo n.° 5: Clonacion de un péptido pequefio (Liraglutida) con la etiqueta de fusion de estafiloquinasa (SAK) en el
vector pET24a

Los genes de la SAK y la Liraglutida se amplificaron a partir de ADN sintético utilizando cebadores especificos de los
genes. Los cebadores se disefian de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica y los productos de PCR se
digirieron con las enzimas Ndel-BamH| 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 anadlisis de restriccion. El clon
resultante se designd pET24a-SAK-Lira.

Ejemplo 6: Clonacion de un péptido pequefio (Liraglutida) con la etiqueta de fusion de estafiloquinasa en el vector
pBAD24M

Como se proporciona en el ejemplo n.° 6, la Liraglutida con etiqueta de SAK se clono6 en el vector pBAD24M. El clon
se designé pBAD24M-SAK-Lira.

Ejemplo n.° 7: Construccion de dos cistrones independientes en el mismo vector, expresando ambos cistrones el
péptido de fusién SAK-Lira

Para construir el clon de cistron doble de Liraglutida se utilizo la estrategia de disefio de clones utilizada en el ejemplo
n.° 3, en donde el gen de fusion de SAK-Lira junto con el casete de expresion de la arabinosa se amplifico a partir del
clon pBAD24M-SAK-Lira, y se clono en el clon pET24a-SAK-Lira para construir una construccion de cistron doble. El
clon se etiqueté como pET-ara-SAK-Lira

Ejemplo n.° 8: Analisis de expresion del clon de cistron doble con la proteina de fusion de SAK-Lira.

La linea celular E. coliBL21 A1 se utilizé como hospedador de expresion. Aparte de BL21 A1, se utiliza BL21 DE3 o
cualquier ofra linea celular que contenga el promotor de T7 en el genoma. Las células BL21 A1 se transformaron
utilizando las construcciones de cistron simple y doble anteriores. Los clones se indujeron mediante IPTG y arabinosa.
La concentracion del inductor fue de arabinosa 13 mM e IPTG 1 mM, y la induccion se realizé cuando la DOgqo del
cultivo fue de ~ 1. Las células se recogieron 4 horas posinduccion. El estudio se realizd en matraces de agitacion. El
material recogido obtenido se lisé con perlas y se centrifugd para separar las fracciones soluble e insoluble. Las
muestras se cargaron en geles de SDS PAGE al 12 % para verificar la expresion.

El analisis por gel SDS PAGE muestra claramente una expresion aumentada de la proteina de fusion SAK-Lira en el
clon de cistron doble (Figura 6, calle 2), en comparacién con el clon pET24a-SAK-Lira de cistrén unico (Figura 6, calle
3).
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<120> Sistema de expresion bacteriano cistrénico doble
<130> FPAA4613PCT

<150> 2245/MUM/2014
<151> 09-07-2014

<160> 19

<170> Patentln version 3.5
<210>1

<211> 762

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de la cadena pesada de Ranibizumab

<400> 1

atgaaatacc
atggccgaag
cgtctgtcegt
caggccccgg
acctatgegg
gcatatctge
tacccgtatt
gtcaccgtga
aagtctacca
ccggttaccg
gttctgecagt
ctgggtacce

aaaaaagtgg

tgctgeegac
tccaactggt
gtgctgecte
gtaaaggtct
ccgattttaa
agatgaacag
actatggcac
gcagcgcgag
gtggeggtac
tctecectggaa
catecgggect
aaacgtatat

aaccgaaatc

agctgctget
cgaatcgggt
gggctatgat
ggaatgggtg
acgtcgettt
tetgegegeg
gtcccactgg
caccaaaggc
ggcagctctg
cagcggcgca
gtacagcctg
ctgcaacgtce

gtgtgataaa

ggtctgetge
ggtggtctgg
tttacccatt
ggctggatta
acgttctcetce
gaagataccg
tattttgacg
ccgagegtgt
ggttgtctgg
ctgacctctg
agcagcegtgg
aatcacaaac

acgcatctgt

<210> 2
<211> 711
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cadena ligera de Ranibizumab: sec. de nt 2295-3005

<400> 2

tcectegetge
tccaaccggg
atggtatgaa
atacctacac
tggacacctce
ccgtgtatta
tttggggcca
tceegetgge
ttaaagatta
gtgtgcatac
ttaccgttce
cgagcaatac

aa

ccagccggceg
tggctctetg
ctgggtccgt
gggtgaaccg
gaagagcacg
ctgcgecgaag
aggtaccctg
ccecgagttcee
tttteccggaa
gttcececgget
gagttcctca

caaagtggac

atgaaatacc tgctgccgac agctgectget ggtctgetge tectcgetge ccagecggeg

atggccgaca ttcaactgac gcaaagtccg agcagcctga gcgcatccgt gggcgaccgt

60

120

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

762
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gtgacgatta
aaaccgggca
ccgtecacgtt
cagccggaag
ggtcagggca
ccgecegagtyg
ttectatcege
tcacaagaat
ctgacgetgt

caaggtctgt

cctgttecge
aggcaccgaa
ttagcggete
actttgctac
ccaaggttga
atgaacagct
gcgaagcaaa
cggtgaccga
ccaaagcgga

cgtecteceggt
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aagccaagac
agtcctgatt
tggtagtggc
gtattactgc
aattaaacgt
gaaatcgggt
ggtccagtgg
acaagatagc
ttatgaaaaa

taccaagagt

<210> 3
<211> 253
<212> PRT
<213> artificial

<220>

atctctaact
tattttacca
accgatttca
cagcaataca
acggttgegg
accgcaagcg
aaagtggaca
aaggactcta
cacaaggttt

ttcaatcgtg

atctgaattg
gctcetcectgea
ccctgacgat
gcaccgtgee
cccegtetgt
tggtttgtcet
acgctctgea
cgtacagtct
acgectgega

gcgaatgtta

<223> Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de Ranibizumab

<400> 3

Met

Ala

Leu

Tyr

Lys

65

Thr

Ser

Thr

Lys

Gln

val

Asp

Gly

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Pro

Gln

35

Phe

Leu

Ala

Ser

Val
115

Leu

Ala

20

Pro

Thr

Glu

Ala

Thr

100

Tyr

Leu

Met

Gly

His

Trp

Asp

Ala

Tyr

Pro

Ala

Gly

Tyr

Val

70

Phe

Tyr

Cys

Thr

Glu

Ser

Gly

Gly

Lys

Leu

Ala

Ala Ala Al

10

Val Gln

25

Leu
40

Arg

Met Asn

Trp Ile As

Arg Arg

90

Gln Met

105

As

Lys
120

Tyr

10

Leu

Leu

Trp

Phe

Pro

a Gly Leu

Val Glu
Ser Cys
Val

Arg

n Thr
75

Tyr
Thr Phe
Leu

n Ser

Tyr Tyr

gtaccagcaa
tteeggegtt
cagttececctg
gtggacgttc
ctttatcttce
gctgaacaat
gteccggcaat
gtcatcgacc
agtcacccat

a

Leu

Ser

Ala

45

Gln

Thr

Ser

Arg

Tyr
125

Leu

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu

Ala

110

Gly

Leu

15

Gly

Ser

Pro

Glu

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Gly

Gly

Pro

80

Thr

Asp

Ser

180

240

300

360

420

480

540

600

660

711
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15

His

Ser

Trp

130

145

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr Phe

Ser Thr

Thr Ser

Pro Glu

180

Val His

195

210

225

Lys

<210> 4
<211> 236
<212> PRT

<213> artificial

<220>

Tyr

Lys

Ser Ser

Ile Cys

val Glu

Asp

Lys

Gly

165

Pro

Thr

Val

Asn

Pro
245

ES 2 808 906 T3

Val

Gly

150

Gly

Val

Phe

Val

Val

230

Lys

Trp

135

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

215

Asn

Ser

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

200

Val

His

Cys

Gln

Val

Ala

Ser

185

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

Phe

Leu

170

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys
250

Thr Leu

140

Pro Leu

155

Gly Cys

Asn Ser

Gln Ser

Ser Ser

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

Thr

Pro

Val

Ala

Val Ser

Ser Ser

160

Lys Asp

175

190

205

220

Ser Asn

235

Thr His

<223> Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de Ranibizumab

<400> 4

Met

1

Ala

Leu

Gln

Ala
65

Lys

Gln

Ser

Asp

50

Pro

Tyr

Pro

Ala

35

Ile

Lys

Leu Leu

Ala Met

20

Ser Val

Ser Asn

Val Leu

Pro

Ala

Gly

Tyr

Ile
70

Thr

Asp

Asp

Leu

55

Tyr

Ala

Ile

Arg

40

Asn

Phe

Ala

Gln

25

Val

Trp

Thr

1"

Ala

10

Leu

Thr

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ile

Gln

Ser
75

Leu

Gln

Thr

Gln

60

Leu

Leu

Thr

Leu

Leu

Ser

Cys

45

Lys

His

Gly

Gly

Lys

Leu

Pro

30

Ser

Pro

Ser

Leu Thr

Leu Tyr

Thr Gln

Val Asp

240

Leu Ala

15

Ser Ser

Ala Ser

Gly Lys

Gly Val
80



10

Pro

Ile

Tyr

Lys

Glu

145

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
225

<210>5
<211> 762
<212> ADN

Ser

Ser

Ser

Arg

130

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

210

Pro

<213> artificial

<220>

Arg

Ser

Thr

115

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

195

His

Val

Phe

Leu

100

Val

Val

Lys

Arg

Asn

180

Ser

Lys

Thr

Ser

85

Gln

Pro

Ala

Ser

Glu

165

Ser

Leu

Val

Lys

ES 2 808 906 T3

Gly

Pro

Trp

Ala

Gly

150

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
230

Ser

Glu

Thr

Pro

135

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

215

Phe

Gly

Asp

Phe

120

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

200

Cys

Asn

Ser

Phe

105

Gly

Val

Ser

Gln

Val

185

Leu

Glu

Arg

<223> Complementaria de la cadena pesada de 940-178

<400> 5

12

Gly

90

Ala

Gln

Phe

Val

Trp

170

Thr

Thr

Val

Gly

Thr

Thr

Gly

Ile

Val

155

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
235

Asp

Tyr

Thr

Phe

140

Cys

Val

Gln

Ser

His

220

Cys

Phe

Tyr

Lys

125

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

205

Gln

Thr

Cys

110

Val

Pro

Leu

Asn

Ser

190

Ala

Gly

Leu

95

Gln

Glu

Ser

Asn

Ala

175

Lys

Asp

Leu

Thr

Gln

Ile

Asp

Asn

160

Leu

Asp

Tyr

Ser
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ttacagatgc gttttatcac acgatttcgg ttccactttt ttgtccactt tggtattget 60
cggtttgtga ttgacgttge agatatacgt ttgggtacce agtgaggaac tecggaacggt 120
aaccacgctg ctcaggctgt acaggcccga tgactgcaga acagccggga acgtatgcac 180
accagaggtc agtgcgccgce tgttccagga gacggtaacc ggttccggaa aataatcttt 240
aaccagacaa cccagagctg ccgtaccgec actggtagac ttggaactcg gggccagegg 300
gaacacgctc gggcctttgg tgctcecgeget getcacggtg accagggtac cttggecccca 360
aacgtcaaaa taccagtggg acgtgccata gtaatacggg tacttcgcgc agtaatacac 420
ggcggtatct tccgegegeca gactgttcat ctgcagatat gecegtgetcet tcgaggtgte 480
cagagagaac gtaaagcgac gtttaaaatc ggccgcatag gtcggttcac ccgtgtaggt 540
attaatccag cccacccatt ccagaccttt acccggggec tgacggaccce agttcatacce 600
ataatgggta aaatcatagc ccgaggcagce acacgacaga cgcagagagce cacccggttg 660
gaccagacca ccacccgatt cgaccagttg gacttcggcc atcgecgget gggcagegag 720
gagcagcaga ccagcagcag ctgtcggcag caggtatttc at 762

<210> 6

<211> 96

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN de Liraglutida

<400> 6

catgcagaag gcacctttac gagtgatgtg agctcttatc tggaaggcca ggcggccaaa 60
gaatttattg cgtggetggt tcgtggeegt ggttaa 96

<210>7

<211> 31

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de Liraglutida

<400>7

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Arg Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 8

13
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<211> 456
<212> ADN
<213> artificial

<220>
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<223> Secuencia de nucleédtidos de SAK (con sitio EK)

<400> 8

catatgtcaa
gaaccaacag
ttgctatccce
aaaattgaat

gcatataaag

tatgataaga
gttgtcccag

gttatagaaa

<210>9
<211> 151
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de SAK (con etiqueta de EK)

<400> 9

gttcattcga
gcccgtattt
ctcattatgt
acctgcagga

agtttagagt

ataagaaaaa
atttatcaga

agaaaggatc

caaaggaaaa
gatggtaaat
cgagtttccect
tgatgatgat

agttgaatta

agaagaaacg
gcatattaaa

cgatgatgat

tataaaaaag
gtgactggag
attaaacctg
aaatacgtag

gatccaagcg

aagtctttcc
aaccctggat

gataaa

14

gcgatgacge
ttgatggtaa
ggactacact
aatgggcatt

caaagatcga

ctataacaga

tcaacttaat

gagttatttt
aggaaatgaa
tacaaaagaa
agatgcgaca

agtcacttat

aaaaggtttt

tacaaaggtt

60

120

180

240

300

360

420

456



10

15

20

25

Met

Ser

Val

Pro

Gln

65

Tyr

Val

Pro

Lys

Gly
145

<210> 10
<211>17
<212> ADN

Ser

Tyr

Asp

Ile

50

Asp

Lys

Thr

Ile

Asn

130

Ser

<213> artificial

<220>

Ser Ser

Phe Glu
20

Gly Lys
35

Lys Pro

Asp Asp

Glu Phe

Tyr Tyr

100

Thr Glu
115

Pro Gly

Asp Asp

Phe

Pro

Gly

Gly

Asp

Arg

Asp

Lys

Phe

Asp

<223> Promotor de T7: 1011-1027

<400> 10

ctatagtgag tcgtatt

<210> 11
<211> 52
<212> ADN

<213> artificial

<220>

17

<223> Terminador de T7: 26-72

<400> 11

ttcagcaaaa aacccctcaa gacccgttta gaggccccaa ggggttatgce ta

<210> 12
<211>10

ES 2 808 906 T3

Asp

Thr

Asn

Thr

Lys

70

Val

Lys

Gly

Asn

Asp
150

Lys

Gly

Glu

Thr

55

Tyr

Val

Asn

Phe

Leu

135

Lys

Gly

Pro

Leu

40

Leu

Val

Glu

Lys

Val

120

Ile

Lys

Tyr

25

Leu

Thr

Glu

Leu

Lys

105

Val

Thr

15

Tyr

10

Leu

Ser

Lys

Trp

Asp

Lys

Pro

Lys

Lys

Met

Pro

Glu

Ala

75

Pro

Glu

Asp

Val

52

Lys

Val

His

Lys

60

Leu

Ser

Glu

Leu

Val
140

Gly

Asn

Tyr

45

Ile

Asp

Ala

Thr

Ser

125

Ile

Asp

Val

30

Val

Glu

Ala

Lys

Lys

110

Glu

Glu

Asp

15

Thr

Glu

Tyr

Thr

Ile

95

Ser

His

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu

Ala

80

Glu

Phe

Ile

Lys



10

15

20

25

30

35

<212> ADN
<213> artificial

<220>

ES 2 808 906 T3

<223> SUR de pET21a: 947-957

<400> 12

tctecttctt 10

<210> 13
<211> 879
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Gen AraC: 1048-1927

<400> 13

ttatgacaac
cgggctggec
aacattgcga
gctgatacgt
atgtgacaga
gctgtctgee
tggatggagce
tatcgccecage
caggtcgctg
tattgacggce
gtgataccat

cagcaaaata

accgcgaatg
atcgagataa

gtatccecgge

<210> 14
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>

ttgacggcta
ccggtgeatt
ccgacggtgg
tggtcctcege
cgcgacggceyg
aggtgatcgce
gactcgttaa
agctccgaat
aaatgcggct
cagttaagcce
tcgcgagect

tcacccggte

gtgagattga
ccgttggect

agcaggggat

catcattcac
ttttaaatac
cgataggcat
gccagcttaa
acaagcaaac
tgatgtactg
tcgcecttecat
agcgccectte
ggtgcgcette
attcatgcca
ccggatgacg

ggcaaacaaa

gaatataacc
caatcggegt

cattttgege

<223> Promotor de arabinosa: 2203-2230

<400> 14

acgcttttta tcgcaactct ctactgt

<210> 15
<211> 425
<212> ADN

27

tttttecttca
ccgcgagaaa
ccgggtggtyg
gacgctaatc
atgctgtgeg
acaagcctceg
gcgecgeagt
ccettgeceg
atccgggcga
gtaggcgcge
accgtagtga

ttctegteee

tttcattcce
taaacccgee

ttcagccat

16

caaccggcac
tagagttgat
ctcaaaagca
cctaactgcet
acgctggega
cgtacccgat
aacaattgct
gcgttaatga
aagaaccccg
ggacgaaagt
tgaatctctce

tgatttttca

agcggtceggt

accagatggg

ggaactcgcect
cgtcaaaacc
gcttcgecetg
ggcggaaaag
tatcaaaatt
tatccatcgg
caagcagatt
tttgcccaaa
tattggcaaa
aaacccactg

ctggcgggaa

ccacccecectg

cgataaaaaa

cattaaacga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

879



10

15

20

<213> artificial

<220>

ES 2 808 906 T3

<223> Terminador de arabinosa: 3011-3438

<400> 15

gctgttttgg
gcggtctgat
tgccgaactce
gagtagggaa
cgttttatct
gatttgaacg
gccaggcecatc

actct

<210> 16
<211> 1084
<212> ADN
<213> artificial

<220>

cggatgagag aagattttca
aaaacagaat ttgcctggcg
agaagtgaaa cgccgtagceg
ctgccaggca tcaaataaaa
gttgtttgtec ggtgaacgct
ttgcgaagca acggcccgga

aaattaagca gaaggccatc

<223> Secuencia de Lacl: 3810-4890

<400> 16

tgtgaaacca
ttcecegegtg
ggcgatggcg

gtcgttgetyg

gtaacgttat acgatgtcge
gtgaaccagg ccagccacgt
gagctgaatt acattcccaa

attggecgttg ccacctcecag

gcctgataca
gcagtagcgce
ccgatggtag
cgaaaggctc
ctcctgagta

gggtggcggg

ctgacggatg

agagtatgcc
ttctgcgaaa
ccgegtggea

tctggeectyg

17

gattaaatca
ggtggtccca
tgtggggtct
agtcgaaaga
ggacaaatcc
caggacgccc

gcectttttge

ggtgtctctt
acgcgggaaa
caacaactgg

cacgcgecegt

gaacgcagaa
cctgacccceca
ccccatgega
ctgggeccttt
gccgggageg
gccataaact

gtttctacaa

atcagaccgt
aagtggaagc
cgggcaaaca

cgcaaattgt

60

120

180

240

300

360

420

425

60

120

180

240



10

cgcggcegatt
acgaagcggce
tgggctgatc
cactaatgtt
tttcteccat
gcaaatcgcg
ctggcataaa
gagtgccatg
tgcgatgetg
cgggctgege
atgttatatc
cgtggaccgce
cgtctcactg
cgcgttggece
gtga

<210> 17
<211> 861
<212> ADN
<213> artificial

<220>

aaatctcgceg
gtcgaagcect
attaactatc
ccggegttat
gaagacggta
ctgttagcgg
tatctcactce
tceggtttte
gttgccaacg
gttggtgcgg
ccgeecgttaa
ttgctgcaac
gtgaaaagaa

gattcattaa

ES 2 808 906 T3

ccgatcaact
gtaaagcggce
cgctggatga
ttcttgatgt
cgcgactggg
gcccattaag
gcaatcaaat
aacaaaccat
atcagatggc
atatctcggt
ccaccatcaa
tctctcaggg
aaaccaccct

tgcagctggce

<223> bla (resistencia a ampicilina): 7085-7942

<400> 17

gggtgccage
ggtgcacaat
ccaggatgcce
ctctgaccag
cgtggagcat
ttctgtcteg
tcagccgata
gcaaatgctg
gctgggegea
agtgggatac
acaggatttt
ccaggcggtg
ggcgcccaat

acgacaggtt

18

gtggtggtgt
cttctegege
attgctgtgg
acacccatca
ctggtcgcat
gcgegtcetge
gcggaacggg
aatgagggca
atgcgcgceca
gacgataccg
cgectgetgg
aagggcaatc
acgcaaaccg

tcecgactgg

cgatggtaga
aacgcgtcag
aagctgcctg
acagtattat
tgggtcacca
gtctggetgg
aaggcgactg
tcgttcceccac
ttaccgagtc
aagacagctc
ggcaaaccag
agctgttgcecce
cctetececeg

aaagcgggca

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1084



10

15

20

ttaccaatgce
agttgcctga
cagtgctgca
ccagccagcece
gtctattaat
cgttgttgee
cagctcecggt
ggttagctcc
catggttatg
tgtgactggt
ctecttgeeeg

catcattgga

cagttcgatg
cgtttetggg
acggaaatgt
<210> 18
<211>1
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de origen de pBR322 en 6323

<400> 18
t 1

<210> 19
<211> 8540
<212> ADN
<213> artificial

<220>

ttaatcagtg
ctcceegteg
atgataccgce
ggaagggccg
tgttgcecggg
attgctgcag
tcccaacgat
ttcggtecte
gcagcactgce
gagtactcaa
gcgtcaatac

aaacgttctt

taacccactc
tgagcaaaaa

tgaatactca

ES 2 808 906 T3

aggcacctat
tgtagataac
gagacccacg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtggt
caaggcgagt
cgatcgttgt
ataattctct
ccaagtcatt

gggataatac
cggggcgaaa

gtgcacccaa

caggaaggca

t

ctcagcgatc
tacgatacgg
ctcaccgget
tggtcectgea
aagtagttcg
gtcacgctcg
tacatgatcc
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgcgcecacat

actctcaagg

ctgatcttca

aaatgccgceca

tgtctattte
gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
tcgtttggta
cccatgttgt
ttggccgecag
ccatccgtaa
tgtatgcggce
agcagaactt

atcttaccgce

gcatctttta

aaaaagggaa

gttcatccat
catctggccce
cagcaataaa
cctccatcca
gtttgcgcaa
tggcttcatt
gcaaaaaagc
tgttatcact
gatgcttttce
gaccgagttg
taaaagtgct

tgttgagatc

ctttcaccag

taagggcgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

861

<223> Secuencia de clon completa del vector de cistrén doble que incluye el fab de cadena pesada y ligera

<400> 19

19



atccggatat
ggggttatge
tgttagcagce
acagatgcgt
gtttgtgatt
ccacgcectgcet
cagaggtcag
ccagacaacc
acacgctcgg
cgtcaaaata
cggtatcttce
gagagaacgt
taatccagcce
aatgggtaaa
ccagaccacc
gcagcagacc

gttaaacaaa

agttcctccet
tagttattgce
cggatctcag
tttatcacac
gacgttgcag
caggctgtac
tgcgecgetg
cagagctgcecce
gcetttggtg
ccagtgggac
cgcgcgcaga
aaagcgacgt
cacccattcce
atcatagccc
acccgattcg
agcagcagct

attatttcta

ES 2 808 906 T3

ttcagcaaaa
tcageggtgg
tggtggtggt
gatttcggtt
atatacgttt
aggcccgatg
ttccaggaga
gtaccgccac
ctcgegetge
gtgccatagt
ctgttcatct
ttaaaatcgg
agacctttac
gaggcagcac
accagttgga
gtcggcagca

gaggggaatt

aacccctcaa
cagcagccaa
ggtggtgcte
ccactttttt
gggtacccag
actgcagaac
cggtaaccgg
tggtagactt
tcacggtgac
aatacgggta
gcagatatgc
ccgcataggt
ccggggectg
acgacagacg
cttcggcecat
ggtatttcat

gttatccget

20

gacccgttta
ctcagcttcce
gagtgcggcce
gtccactttg
tgaggaactc
agccgggaac
ttccggaaaa
ggaactcggg
cagggtacct
cttcgegeag
cgtgctette
cggttcaccce
acggacccag
cagagagcca
cgceggctgg
atgtatatct

cacaattccce

gaggccccaa
tttecgggett
gcaagctttt
gtattgctcg
ggaacggtaa
gtatgcacac
taatctttaa
gccagcggga
tggccccaaa
taatacacgg
gaggtgtcca
gtgtaggtat
ttcataccat
cccggttgga
gcagcgagga
ccttcttaaa

ctatagtgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



tcgtattaat
tttettcaca
gcgagaaata
gggtggtget
cgctaatcce
gctgtgcgac
aagcctegeg
gccgcagtaa
cttgeccgge
ccgggcgaaa
aggcgcgegg
cgtagtgatg
ctecgtecectg
tcattccecag
aacccgccac
cagccatact
gacattgccg
ttattaaaag
gtgtctataa
atgccatagce
tctctactgt
aaggagatat
ctgcccagece
ccgtgggcega
attggtacca
tgcattcegg
cgatcagttc
tgcegtggac
ctgtctttat
gtctgctgaa

tgcagtccgg

ttcgegggat
accggcacgg
gagttgatcg
caaaagcagc
taactgetgg
gctggcgata
tacccgatta
caattgctca
gttaatgatt
gaaccccgta
acgaaagtaa
aatctctcct
atttttcacc
cggteggteg
cagatgggca
tttcatacte
tcactgegtce
cattctgtaa
tcacggcaga
atttttatcc
ttcteccatac
acatatgaaa
ggcgatggec
ccgtgtgacg
gcaaaaaccg
cgttcecgtcea
cctgcageceg
gttcggtcag
cttececgeceg
caatttctat

caattcacaa

ES 2 808 906 T3

cgagatcttt
aactcgetceg
tcaaaaccaa
ttcgeectgge
cggaaaagat
tcaaaattgce
tccateggtg
agcagattta
tgcccaaaca
ttggcaaata
acccactggt
ggcgggaaca
accccectgac
ataaaaaaat
ttaaacgagt
ccgecattca
ttttactgge
caaagcggga
aaagtccaca
ataagattag
cegttttttt
tacctgetge
gacattcaac
attacctgtt
ggcaaggcac
cgttttageg
gaagactttg
ggcaccaagg
agtgatgaac
ccgcgcgaag

gaatcggtga

atgacaactt
ggctggeccee
cattgcgacce
tgatacgttg
gtgacagacg
tgtctgccag
gatggagcga
tcgecageag
ggtcgctgaa
ttgacggcca
gataccattc
gcaaaatatc
cgcgaatggt
cgagataacc
atccecggecag
gagaagaaac
tettecteget
ccaaagccat
ttgattattt
cggatcctac
gggctagaaa
cgacagctge
tgacgcaaag
ccgcaagcca
cgaaagtcct
gctcectggtag
ctacgtatta
ttgaaattaa
agctgaaatc
caaaggtcca

ccgaacaaga

21

gacggctaca
ggtgcatttt
gacggtggcg
gtcctcegege
cgacggcgac
gtgatcgcetg
ctecgttaatce
ctccgaatag
atgeggetgg
gttaagccat
gcgagectcee
acccggtegg
gagattgaga
gttggcctcea
caggggatca
caattgtcca
aaccaaaccg
gacaaaaacg
gcacggcgtc
ctgacgcettt
taattttgtt
tgetggtetg
tccgagecage
agacatctct
gatttatttt
tggcaccgat
ctgccagcaa
acgtacggtt
gggtaccgca
gtggaaagtg

tagcaaggac

tcattcactt
ttaaataccc
ataggcatcc
cagcttaaga
aagcaaacat
atgtactgac
gctteccatge
cgecectteece
tgcgetteat
tcatgccagt
ggatgacgac
caaacaaatt
atataacctt
atcggecgtta
ttttgegett
tattgcatca
gtaaccccge
cgtaacaaaa
acactttgcet
ttatcgcaac
taactttaag
ctgetecteg
ctgagcgcat
aactatctga
accagctctce
ttcaccctga
tacagcaccg
gcggecccegt
agcgtggttt
gacaacgctc

tctacgtaca

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



gtctgtecatce
gcgaagtcac
gttaaaagct
cagaacgcag
cacctgacce
ctececcatge
gactgggcct
ccgecgggag
ccgecataaa
gcegtttctac
ccggegecac
gggctcgecca
tggccggggg
tcaacggect
gtcgagatcce
ccggaagaga
gagtatgceg
tctgcgaaaa
cgcgtggecac
ctggccctge
ggtgccageg
gtgcacaatc
caggatgcca
tctgaccaga
gtggagcatc
tctgtectegg
cagccgatag
caaatgctga
ctgggcgcaa
gtgggatacg
caggattttc

caggcggtga

gaccctgacg
ccatcaaggt
tggctgtttt
aagcggtctg
catgccgaac
gagagtaggg
ttegttttat
cggatttgaa
ctgecaggea
aaactcttag
aggtgcggtt
cttegggetce
actgttgggce
caacctacta
cggacaccat
gtcaattcag
gtgtctectta
cgcgggaaaa
aacaactggc
acgcgecgtce
tggtggtgtc
ttctegegea
ttgetgtgga
cacccatcaa
tggtcgeatt
cgcgtetgeg
cggaacggga
atgagggcat
tgecgcgecat
acgataccga

gcctgetggg

agggcaatca

ES 2 808 906 T3

ctgtccaaag
ctgtecgtete
ggcggatgag
ataaaacaga
tcagaagtga
aactgccagg
ctgttgtttg
cgttgcgaag
tcaaattaag
atctcgatcce
gctggegect
atgagcgcett
gccatctect
ctgggctgcet
cgaatggecgce
ggtggtgaat
tcagaccgtt
agtggaagcg
gggcaaacag
gcaaattgtc
gatggtagaa
acgcgtcagt
agctgecetge
cagtattatt
gggtcaccag
tctggetgge
aggcgactgg
cgttecccact
taccgagtcce
agacagctca
gcaaaccagc

gctgttgccc

cggattatga
cggttaccaa
agaagatttt
atttgcctgg
aacgccgtag
catcaaataa
tcggtgaacg
caacggcccyg
cagaaggcca
tctacgeegg
atatcgccga
gtttcggegt
tgcatgcacce
tcctaatgea
aaaacctttc
gtgaaaccag
teccegegtgg
gcgatggcgg
tcgttgctga
gcggcegatta
cgaagcggcg
gggctgatca
actaatgttc
ttctcccatg
caaatcgcge
tggcataaat
agtgccatgt
gcgatgetgg
gggctgegeg
tgttatatcc
gtggaccgcet

gtctcactgg

22

aaaacacaag
gagtttcaat
cagcctgata
cggcagtagc
cgecgatggt
aacgaaaggc
ctctectgag
gagggtggcg
tecctgacgga
acgcatcgtg
catcaccgat
gggtatggtg
attccttgeg
ggagtcgcat
gcggtatgge
taacgttata
tgaaccagge
agctgaatta
ttggcgttge
aatctcgege
tcgaagectg
ttaactatce
cggcgttatt
aagacggtac
tgttageggg
atctcactceg
ceggtttteca
ttgccaacga
ttggtgcgga
cgccgttaac
tgctgcaact

tgaaaagaaa

gtttacgecect
cgtggcgaat
cagattaaat
gcggtggtce
agtgtggggt
tcagtcgaaa
taggacaaat
ggcaggacgc
tggecettttt
gccggcatca
ggggaagatc
gcaggccccg
gcggeggtge
aagggagagc
atgatagegce
cgatgtcgca
cagccacgtt
cattcccaac
cacctccagt
cgatcaactg
taaagcggcg
gctggatgac
tcttgatgte
gcgactggge
cccattaagt
caatcaaatt
acaaaccatg
tcagatggcg
tatctcggta
caccatcaaa
ctctcaggge

aaccaccctg

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800



gcgcccaata
cgacaggttt
cactcattag
ctteceggtgg
gcaactcgta
ctggagcgeg
tcaagecctte
cggcatggcg
ctggeggggt
cgactgectge
tgtttegtaa
catcgcagga
gcattgaccce
ctcacaacgt
ctctegttte
agtgaccaaa
aacgcttctg
gcttcacgac
tgaaaacctc
cgggagcaga
catgacccag
cagattgtac
gaaaataccg
ttcggetgeg
caggggataa
aaaaggccgc
atcgacgctc
cccectggaag
ccgectttet
gttcggtgta

accgcectgege

cgcaaaccgce
cccgactgga
gcaccgggat
gcgcggggea
ggacaggtgc
acgatgatcg
gtcactggtc
gccccacggyg
tgececttactg
tgcaaaacgt
agtctggaaa
tgctgectgge
tgagtgattt
tccagtaacc
atcggtatca
caggaaaaaa
gagaaactca
cacgctgatg
tgacacatgc
caagcccgtce
tcacgtageg
tgagagtgca
catcaggecgce
gcgagcggta
cgcaggaaag
gttgetggeg
aagtcagagg
ctcectegtg
ccctteggga
ggtcgttecge

cttatceggt

ES 2 808 906 T3

cteteecege
aagcgggcag
ctecgaccgat
tgactatcgt
cggcagegcet
gcectgteget
ccgccaccaa
tgcgcatgat
gttagcagaa
ctgcgacctg
cgcggaagtce
taccctgtgg
ttetetggte
gggcatgttc
ttacccccecat
ccgcececttaa
acgagctgga
agctttaccg
agctcccgga
agggecgegte
atagcggagt
ccatatatgce
tctteegett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctctectg
agcgtggege
tccaagctgg

aactatcgtc

gcgttggeecg
tgagcgcaac
gcccttgaga
cgccgecactt
ctgggtcatt
tgcggtattce
acgtttecgge
cgtgctectg
tgaatcaccg
agcaacaaca
agcgecectge
aacacctaca
ccgeccgeate
atcatcagta
gaacagaaat
catggcececge
cgcggatgaa
cagctgectce
gacggtcaca
agcgggtgtt
gtatactggc
ggtgtgaaat
cctegetcac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctcecgececce
cgacaggact
ttcecgacccet
tttctcatag
gctgtgtgceca

ttgagtccaa
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attcattaat
gcaattaatg
gccttcaacce
atgactgtct
ttcggcgagg
ggaatcttgce
gagaagcagg
tcgttgagga
atacgcgage
tgaatggtct
accattatgt
tctgtattaa
cataccgecca
acccgtatcg
ccecccttaca
tttatcagaa
caggcagaca
gcgegttteg
gcttgtctgt
ggcgggtgte
ttaactatgc
accgcacaga
tgactcgcectg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gcecgettace
ctcacgctgt
cgaacccccec

cccggtaaga

gcagctggca
taagttagct
cagtcagctc
tctttatcat
accgettteg
acgccctcge
ccattatege
cccggcectagg
gaacgtgaag
tcggtttecg
tceggatcetg
cgaagcgctg
gttgtttacce
tgagcatcct
cggaggcatc
gccagacatt
tctgtgaatce
gtgatgacgg
aagcggatgc
ggggcgcage
ggcatcagag
tgcgtaagga
cgcteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgtttce
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagceceg

cacgacttat

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660



cgccactgge
cagagttctt
gcgectetget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgecctg
ccagtgctge
accagccagc
agtctattaa
acgttgttge
tcagctcecgg
cggttagctc
tcatggttat
ctgtgactgg
gctettgece
tcatcattgg
ccagttegat
gcgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttcegegeac
aattcgegtt
aaatccctta
acaagagtcc
agggcgatgg
gtaaagcact
cggcgaacgt
caagtgtagce

agggcgcegte

agcagceccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actccecgte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgecegg
cattgctgceca
ttcccaacga
cttecggtect
ggcagcactyg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactce
catgagcgga
atttccccga
aaatttttgt
taaatcaaaa
actattaaag
cccactacgt
aaatcggaac
ggcgagaaag
ggtcacgctg

ccattcgecca
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ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcegttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgecaccca
acaggaaggc
atactcttcce
tacatatttg
aaagtgccac
taaatcagct
gaatagaccg
aacgtggact
gaaccatcac
cctaaaggga
gaagggaaga

cgcgtaacca

ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaageca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagecgat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgecte
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgccaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccge
tttttcaata
aatgtattta
ctgaaattgt
cattttttaa
agatagggtt
ccaacgtcaa
cctaatcaag
gccccecgatt
aagcgaaagg

ccacacccgce
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gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtegtttggt
ccccatgttg
gttggccgeca
gccatccgta
gtgtatgegg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagce
gaaaaataaa
aaacgttaat
ccaataggcc
gagtgttgtt
agggcgaaaa
ttttttgggg
tagagcttga
agcgggegcet

cgegettaat

ggcggtgcta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggece
tcagcaataa
gcctcececatcece
agtttgegeca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtge
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
attttgttaa
gaaatcggca
ccagtttgga
accgtctate
tecgaggtgcece
cggggaaagc
agggcgetgg

gcgccgctac

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8540
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la produccion de un anticuerpo o un fragmento del mismo que comprende las etapas de:

(i) transformar una célula hospedadora bacteriana con un uUnico vector que consiste en un sistema de expresion
cistrénico doble;

(ii) cultivar las células bacterianas transformadas en medio adecuado para expresar el anticuerpo o un fragmento
del mismo como cuerpos de inclusion;

(iii) realizar la solubilizaciéon de dichos cuerpos de inclusion;

(iv) realizar el replegamiento del anticuerpo o el fragmento del mismo;

en donde el sistema de expresion cistronico doble comprende:

a) un primer cistréon que comprende un promotor de T7 unido operativamente con una secuencia
polinucleotidica que codifica una cadena pesada del anticuerpo o el fragmento de la misma;

b) un segundo cistron que comprende un promotor de arabinosa unido operativamente con una secuencia
polinucleotidica que codifica una cadena ligera del anticuerpo o el fragmento de la misma;

en donde el primer y segundo cistrones se situan en el vector unico y expresan el anticuerpo o fragmento del
mismo como cuerpos de inclusion; y

en donde la expresion de la cadena pesada se induce mediante IPTG, al tiempo que la expresion de la cadena
ligera se induce mediante arabinosa, de tal manera que la cadena pesada y la cadena ligera se expresan a niveles
de expresion equimolares.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la célula hospedadora bacteriana es E. coli.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el sistema de expresion cistrénico doble comprende
una secuencia de nucleétidos como se expone en la SEQ ID NO: 19.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el procedimiento es para la produccion de
Ranibizumab y comprende las etapas de:

(i) transformar E. coli con un unico vector que consiste en el sistema de expresion cistronico doble;

(ii) cultivar la célula transformada en un medio adecuado, en donde el primer y el segundo cistron expresan las
cadenas pesada y ligera de Ranibizumab como cuerpos de inclusion;

(iii) realizar la solubilizacion de dichos cuerpos de inclusion;

(iv) realizar el replegamiento de dichos cuerpos de inclusion en condiciones adecuadas para obtener un
Ranibizumab funcional;

en donde el primer cistron comprende un promotor de T7 unido operativamente con la secuencia polinucleotidica que
codifica la cadena pesada de ranibizumab, y el segundo cistron comprende un promotor de arabinosa unido
operativamente con la secuencia polinucleotidica que codifica la cadena ligera de ranibizumab; y

en donde se utiliza IPTG | mM para inducir la expresion de la cadena pesada de Ranibizumab al tiempo que se utiliza
Arabinosa 13 mM para inducir la expresion de la cadena ligera de Ranibizumab, de tal manera que la cadena pesada
y la cadena ligera se expresan a niveles de expresion equimolares.
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Figura 1
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974
&6

—p CP 25 kDa
—» CL 23 kDa
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20,1

4,3

N.? de calle | Descripcion de la calle

1 Marcador de peso molecular de proteinas

2 pBAD cadena ligera/BL21 Al

3 pET21a cadena pesada/BL21A1

4 Clon de cistron doble pET21a-HC-LC/BL21 Al
2 Patron de Ranibizumab

Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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N.? de calle | Descripcion de la calle

1 Marcador de peso molecular de proteinas

2 Clon de cistron doble pET-ara-SAK-Lira/BL21 Al
3

Clon de cistron tnico pET-SAK-Lira

Figura 6
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Figura 7
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