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DESCRIPCION
Métodos para prevenir la gluconoilacién de proteinas

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién esta en el campo de la ingenieria bioquimica. Mas particularmente, esta invencion se refiere a
procedimientos de fermentacion para producir polipéptidos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Escherichia coli ("E. coli") es un hospedante usado habitualmente para expresar proteinas para propésitos de
investigacion, diagnostico, terapéuticos e industriales. Los sistemas de expresion modernos pueden lograr altos
niveles de una amplia variedad de proteinas (Baneyx, Current Opinion in Biotechnology 10:411-421 (1999)). Sin
embargo, la calidad de la proteina expresada con frecuencia es tan importante 0 mas importante que la cantidad. Las
proteinas expresadas en E. coli se pueden formar como agregados insolubles, o pueden tener aminoacidos mal
incorporados (Bogosian, et al., Journal of Biological Chemistry 264:531-539 (1989)), o retener la metionina N-terminal
(Chaudhuri, et al., Journal of Molecular Biology 285:1179-1194 (1999); Vassileva-Atanassova, et al., Journal of
Biotechnology 69:63-67 (1999); Yamashita, et al., Protein Expression & Purification 16:47-52 (1999)). Ademas, se
pueden producir modificaciones postraduccionales indeseadas tales como oxidacion (Berti, et al, Protein Expression
& Purification 11:111-118 (1997); Konz, et al., Biotechnology Progress 14:393-409 (1998)) o a-N-6-
fosfogluconoilacién (Geoghegan, et al., Anal. Biochem. 267:169-184 (1999); Kim et al., Acta Crystallographica
Section D-Biological Crystallography 57:759-762 (2001); Yan, et al.,, Biochemical & Biophysical Research
Communications 262:793-800 (1999) "Yan et al. I"; Yan, et al., Biochemical & Biophysical Research Communications
259:271-282 (1999) "Yan et al. 1I"). Estas modificaciones pueden afectar adversamente a la actividad, estabilidad,
estructura o inmunogenicidad de la proteina expresada, reduciendo en gran medida la utilidad de E. coli como
hospedante para expresar polipéptidos.

Se ha descrito la alfa(a)-N-6-fosfogluconoilaciéon de varias proteinas recombinantes fusionadas con marcadores de
afinidad de hexahistidina ("marcadores hexa-His") (Geoghegan, et al.; Kim, et al.; Yan et al. I; Yan et al. Il). En
estos estudios, se encontr6 que un derivado de acido glucénico se unia al extremo de la proteina recombinante.
Todas estas proteinas se expresaron en cepas B de E. coli, usando vectores basados en pET (Novagen). Donde
se indicaba, se us6 medio LB. El aducto se detect6 como una masa adicional asociada con el polipéptido de 258
Daltons ("Da"), que representaba la adicion de la 6-fosfogluconolactona (6-PGL), o de 178 Da, que representaba la
presencia de gluconolactona sin el fosfato. Se supuso que la fosfogluconoilaciéon se producia en el grupo a-amino N-
terminal por reaccion con la 6-PGL enddgena, un producto intermedio del ciclo de las pentosas fosfato. Se propuso
que el aducto de +178 Da era el resultado de la actividad enzimatica actuando en el aducto de +258 Da para eliminar
el fosfato. Se mostré que la formacién del aducto era especifica para la secuencia de aminoacidos en el extremo N
adyacente al marcador de His. Las secuencias polipeptidicas GXXHHHH, donde XX es SS, SA, AS, o AA, eran las
mas propensas a la a-N-6-fosfogluconoilacion, mientras que SHHHHHH era menos propensa, y PHHHHHH y
PFHHHHHH no se modificaban en absoluto (Geoghegan, et al.). No se detectaron modificaciones de otros grupos
amino en ninguna otra parte de la proteina en experimentos in vivo o in vitro que usaron niveles altos de
gluconolactona afiadida. (Geoghegan, et al.)

Se ha mostrado que la fosfogluconoilacion N-terminal inhibe la cristalizacion de proteinas (Kim, et al.), pero se sabe
relativamente poco mas sobre su efecto en la funcion, estabilidad o inmunogenicidad de la proteina. Se espera que
la 6-PGL, que es un potente electrofilo, pueda estar implicada en reacciones de glicacion in vivo (Rakitzis and
Papandreou, Chemico-Biological Interactions 113:205-216 (1998)). La glicacion de proteinas se ha estudiado
ampliamente y se sabe que juega un papel fundamental en el envejecimiento y estados patoldgicos relacionados con
complicaciones diabéticas (Baynes and Monnier, The Maillard Reaction in Aging, Diabetes, and Nutrition. Alan R. Liss,
New York (1989)). Se ha mostrado que la delta-gluconolactona afiadida de forma exégena, produce glicacion de la
hemoglobina, que puede ser un factor en las complicaciones vasculares de la diabetes (Lindsay, et al., Clinica
Chimica Acta 263:239-247 (1997)). Ademas, la glicacién de la alanina-aminotransferasa en el grupo epsilon-amino
de la Lys 313 reduce notablemente su actividad catalitica (Beranek, et al., Molecular & Cellular Biochemistry
218:35-39 (2001)).

Se ha mostrado que la 6-fosfogluconolactonasa ("pgl") es una enzima esencial de la ruta de las pentosas fosfato,
especificamente en la hidrdlisis de PGL a acido 6-fosfoglucénico. (Miclet, et al., J. Biol. Chem. 276:34840-34846
(2001)). Se ha identificado el gen que codifica esta enzima en seres humanos (Collard, et al., FEBS Letters
459:223-226 (1999)), Pseudomonas aeruginosa (Hager, et al., Journal of Bacteriology 182:3934-3941 (2000)), y
Trypanosoma brucei y Plasmodium falciparum (Miclet, et al.). Aunque se ha observado la actividad de la pgl desde
hace tiempo en E. coli (Kupor and Fraenkel, Journal of Bacteriology 100:1296-1301 (1969) "Kupor I" and Kupor and
Fraenkel, Journal of Biological Chemistry 247:1904-1910 (1972) "Kupor II"), no se ha identificado la secuencia génica
responsable de la codificacion de una enzima con esta actividad (Cordwell, S. J. Arch. Microbiol. 172:269-279 (1999)).
Se ha sugerido que ademas de permitir el flujo metabdlico por el ciclo de las pentosas fosfato, la actividad de la pgl
dentro de la célula previene la acumulacion de 6-PGL y las consiguientes reacciones perjudiciales con nucledfilos
intracelulares (Miclet, et al.). Las observaciones descritas de fosfogluconoilacion de proteinas en el extremo N,
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apoyan la hipotesis de que la 6-PGL producida en la ruta puede modificar proteinas, pero no se han descrito
pruebas de que la modulacion de la actividad de la pgl pueda afectar a los niveles de proteina modificada.

Ademas, la cepa de Escherichia coli BL21(DE3) es un hospedante usado habitualmente para expresar proteinas con
propoésitos de investigacion, diagnéstico, terapéuticos e industriales, Studier, F.W., and Moffatt, B.A., J. Mol. Biol.
1986 May 5; 189(1):113-130. Esta cepa es comercialmente atractiva porque alcanza niveles muy altos de expresion de
proteina recombinante mediante acoplamiento de la expresion de una copia cromosomica de la RNA-polimerasa de T7
y el uso de un promotor de RNA-polimerasa de T7 basado en plasmido en la proteina recombinante de interés. De
acuerdo con esto, puesto que la RNA-polimerasa de T7 es una RNA-polimerasa extremadamente selectiva y activa, la
transcripcion de la proteina recombinante se acumula con niveles muy altos, con frecuencia incluso hasta el punto de
gue disminuyen los transcritos de la célula hospedante.

Desafortunadamente, la cepa BL21(DE3) libera muy lentamente, aunque detectable, particulas de fago lambda
infeccioso, del orden de 10-20 unidades formadoras de placa/ml (UFP), Stewart Shuman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1989; 89:3489-3493. Segun parece, se introdujo el gen de la RNA-polimerasa de T7 en el cromosoma de la célula
hospedante BL21 mediante transduccién con el fago lambda defectuoso DE3 que llevaba el gen de la RNA-
polimerasa de T7 insertado en el gen int de lambda, Studier, F.W., and Moffatt, B.A., J. Mol. Biol. 1986; 189(1):113-
130. El profago defectuoso resultante no puede replicarse normalmente debido a la interrupcién del gen int. La
escisién cromosémica del profago DE3 es un requisito para la replicacion del profago antes del empaquetamiento y
liberacion de particulas de fago infeccioso, y depende de la recombinacién de la escision homdloga que es dirigida
por el producto del gen int. Como se describe en la presente memoria, niveles muy bajos de particulas de fago
liberadas son debidos a sucesos de escision del profago aleatorios independientes de int. Aunque la liberacion de
niveles muy bajos de particulas de fago infeccioso puede ser aceptable en algunos laboratorios de investigacion,
cualquier liberacién de fago infeccioso es totalmente inaceptable en el marco de instalaciones de fabricacién
biofarmacéuticas, tanto debido a consideraciones de seguridad para el paciente como a que la liberaciéon de agentes
infecciosos puede poner en riesgo otros procedimientos de fabricacion basados en E. coli.

Es muy necesario un método para expresar 0 sobreexpresar polipéptidos en un microorganismo, tal como E. coli,
con una menor incidencia de fosfogluconoilacién durante la fermentacion. Ademas, seria muy conveniente la
creacion de una célula hospedante BL21(DE3) totalmente libre de fagos, para fabricar proteinas recombinantes
terapéuticas en el formato de E. coli.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente descripcion proporciona métodos para prevenir la gluconoilacion de polipéptidos expresados por
microorganismos, mediante crecimiento del microorganismo en medio de cultivo rico.

La presente descripcion también proporciona métodos para prevenir la gluconoilacién de polipéptidos expresados
por microorganismos, que incluyen introducir (por ejemplo, transformar, infectar o transfectar) DNA que codifica un
polipéptido que demuestra actividad de pgl en el microorganismo. Este polipéptido puede ser una enzima
fosfogluconolactonasa. En otro aspecto, la enzima fosfogluconolactonasa puede tener una secuencia de
aminoécidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90% respecto a la enzima fosfogluconolactonasa
producida por Pseudomonas, incluyendo, pero sin limitar, P. aeruginosa.

La presente descripcion también proporciona microorganismos capaces de prevenir la gluconoilacién de proteinas.
En una realizacion, un microorganismo puede contener DNA que codifica un polipéptido que demuestra actividad de

pgl.

La presente descripcion también proporciona un polinucleétido aislado que tiene una identidad de al menos 90%
respecto al polinucle6tido expuesto en el SEQ ID NO:7.

La presente descripcion también proporciona un microorganismo sin expresion detectable de fago lambda infeccioso.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra un mapa de enzimas de restriccion del vector pECO-1-pgl-2-13.

La Figura 2 muestra una secuencia polinucleétida para el vector pECO-1-pgl-2-13. (SEQ ID NO:9).

La Figura 3 muestra un mapa de enzimas de restriccion del vector pET28ProlL18Casp5.

La Figura 4 muestra una secuencia polinucleétida para el vector pET28ProlL18Casp5. (SEQ ID NO:13)

La Figura 5 muestra un mapa de enzimas de restriccion del vector pET28prolL18Casp5+pgl.

La Figura 6 muestra una secuencia polinucleétida para el vector pET28prolL18Casp5+pgl (SEQ ID NO:14).

La Figura 7 muestra una secuencia polinucleétida, SEQ ID NO:7.
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La Figura 8 muestra una secuencia polipeptidica, SEQ ID NO:8.
Glosario

"Célula(s) hospedante(s)" es una célula, incluyendo pero sin limitar, una célula bacteriana o célula de un
microorganismo, en la que se ha introducido (por ejemplo, transformado, infectado o transfectado) o se puede
introducir (por ejemplo, transformar, infectar o transfectar) una secuencia polinucleétida aislada.

"Transformado” como se conoce en la técnica, es la modificacion directa del genoma o episoma de un organismo
mediante la introduccion de DNA o RNA externo, o cualquier otra introduccion estable de DNA o RNA externo.

"Transfectado" como se conoce en la técnica, es la introduccion de DNA o RNA externo en un microorganismo,
incluyendo, pero sin limitar, DNA o RNA recombinante.

"ldentidad”, como se conoce en la técnica, es una relacion entre dos 0 mas secuencias polipeptidicas o dos 0 mas
secuencias polinucledtidas, segun el caso, determinada comparando las secuencias. En la técnica, "identidad"
también significa el grado de conexién entre las secuencias polipeptidicas o polinucleétidas, segun el caso,
determinado por la correspondencia entre las hebras de dichas secuencias. La "ldentidad" se puede calcular
facilmente por métodos conocidos, incluyendo, pero sin limitar, los descritos en (Computational Molecular Biology,
Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith,
D.W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part |, Griffin, A.M., and Giriffin,
H.G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic
Press, 1987; y Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York,
1991; y Carillo, H., and Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48:1073 (1988)). Los métodos para determinar la
identidad estan disefiados para dar la mayor correspondencia entre las secuencias ensayadas. Ademas, los métodos
para determinar la identidad estan codificados en programas de ordenador disponibles por el publico. Entre los
métodos de los programas de ordenador para determinar la identidad entre dos secuencias se incluyen, pero no se
limita, el paquete de programas GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research 12(1): 387 (1984)), BLASTP,
BLASTN, y FASTA (Altschul, S.F. et al., J. Molec. Biol. 215: 403-410 (1990)). El programa BLAST X estéa disponible
por el publico en NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894;
Altschul, S., et al.,, J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)). También se puede usar el conocido algoritmo de Smith
Waterman para determinar la identidad.

Entre los pardmetros para comparar secuencias polipeptidicas se incluyen los siguientes:
Algoritmo: Needleman and Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970)

Matriz de comparacion: BLOSSUM62 de Hentikoff and Hentikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:10915-10919
(1992).

Penalizacion por hueco: 12
Penalizacion por longitud del hueco: 4

Un programa util con estos pardmetros esta disponible por el piblico como el programa "gap" de Genetics Computer
Group, Madison WI. Los parametros mencionados son los parametros por defecto para comparaciones de péptidos
(junto con la no penalizacién por huecos terminales).

Entre los parametros para comparar polinucleétidos se incluyen los siguientes:
Algoritmo: Needleman and Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970)

Matriz de comparacién: correspondencias = +10, no correspondencias = 0
Penalizacion por hueco: 50

Penalizacion por longitud del hueco: 3

Disponible como: El programa "gap" de Genetics Computer Group, Madison WI. Estos son los parametros por
defecto para las comparaciones de acidos nucleicos.

A continuacion se proporciona un significado preferido para "identidad" para polinucleétidos y polipéptidos, segun el
caso, en (1) y (2).

(1) Las realizaciones de polinucleétidos incluyen ademas un polinucleétido aislado que comprende una secuencia
polinucledtida que tiene una identidad de al menos 70, 80, 85, 90, 95, 97 6 100% respecto a la secuencia de
referencia del SEQ ID NO:7, en el que dicha secuencia polinucleétida puede ser idéntica a la secuencia de referencia
del SEQ ID NO:7, o puede incluir hasta un cierto nimero entero de alteraciones de nucleétidos comparado con la
secuencia de referencia, en el que dichas alteraciones se seleccionan del grupo que consta de al menos una
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supresion, sustitucion, incluyendo transicién o transversion, o insercion de nucleoétido, y en el que dichas alteraciones
se pueden producir en las posiciones terminales 5' 0 3' de la secuencia de nucleétidos de referencia o en cualquier
sitio entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre los nucledtidos en la secuencia de
referencia 0 en uno o mas grupos contiguos en la secuencia de referencia, y en el que dicho numero de alteraciones
de nucleétidos se determina multiplicando el nimero total de nucleétidos en el SEQ ID NO:7 por el nimero entero
que define el porcentaje de identidad dividido entre 100, y después restando este producto a dicho nimero total de
nucledtidos en el SEQ ID NO:7, o:

Nn<Xp-(Xn*Y)

en el que n, es el niumero de alteraciones de nucleétidos, x, es el nimero total de nucleétidos en el SEQ ID NO:7, y
es 0,95 para 95%, 0,97 para 97%, o 1,00 para 100%, y « es el simbolo del operador de multiplicacién, y en el que
cualquier producto no entero de x, e y se redondea por defecto al nUmero entero mas cercano antes de restarlo a x,.
Las alteraciones de una secuencia polinucledtida que codifica un polipéptido pueden crear mutaciones sin sentido,
sustitutivas, o con desplazamiento del marco de lectura en esta secuencia codificante, y por lo tanto pueden alterar el
polipéptido codificado por el polinucleétido después de dichas alteraciones.

(2) Las realizaciones de polipéptidos incluyen ademas un polipéptido aislado que comprende un polipéptido que
tiene una identidad de al menos 70, 80, 85, 90, 95, 97 6 100% respecto a una secuencia polipeptidica de referencia,
en el que dicha secuencia polipeptidica puede ser idéntica a la secuencia de referencia, o puede incluir hasta un
cierto numero entero de alteraciones de aminoacidos comparado con la secuencia de referencia, en el que dichas
alteraciones se seleccionan del grupo que consta de al menos una supresion, sustitucion, incluyendo sustitucion
conservativa y no conservativa, o insercion de aminoacido, y en el que dichas alteraciones se pueden producir en las
posiciones amino o carboxi terminales de la secuencia polipeptidica de referencia o en cualquier sitio entre esas
posiciones terminales, intercaladas individualmente entre los aminoacidos en la secuencia de referencia, o en uno o
mas grupos contiguos en la secuencia de referencia, y en el que dicho nimero de alteraciones de aminoacidos se
determina multiplicando el nimero total de aminoéacidos por el nimero entero que define el porcentaje de identidad
dividido entre 100 y después restando este producto a dicho numero total de aminoéacidos, o:

na<Xa'(Xa°y)

en el que n, es el nimero de alteraciones de aminoacidos, x, es el nimero total de aminoacidos en la secuencia, y
es 0,95 para 95%, 0,97 para 97%, o 1,00 para 100%, y * es el simbolo del operador de multiplicacion, y en el que
cualquier producto no entero de x, e y se redondea por defecto al nimero entero mas cercano antes de restarlo a x,.

"Aislado” significa alterado "por la mano del hombre" de su estado natural, es decir, si se encuentra en la naturaleza,
se ha cambiado o sacado de su entorno natural, o ambos. Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido presente de
forma natural en un organismo vivo no esta "aislado", pero este mismo polinucleétido o polipéptido separado de los
materiales con los que coexiste en su estado natural, esta "aislado”, incluyendo, pero sin limitar, cuando dicho
polinucleodtido o polipéptido se vuelve a introducir en una célula.

"Polinucleétido(s)" en general se refiere a cualquier polirribonucleétido o polidesoxirrubonucleétido, que puede ser
RNA o DNA no modificado o RNA o DNA modificado. "Polinucle6tido(s)" incluye, sin limitacion, DNA mono y
bicatenario, DNA que es una mezcla de regiones mono y bicatenarias o regiones mono, bi y tricatenarias, RNA mono
y bicatenario, y RNA que es una mezcla de regiones mono y bicatenarias, moléculas hibridas que comprenden DNA
y RNA que pueden ser regiones monocatenarias o, mas tipicamente, bicatenarias o tricatenarias, o0 una mezcla de
regiones mono y bicatenarias. Ademas, "polinucledtido” tal como se usa en la presente memoria se refiere a
regiones tricatenarias que comprenden RNA o DNA, o tanto RNA como DNA. Las hebras en dichas regiones pueden
ser de la misma molécula o de diferentes moléculas. Las regiones pueden incluir toda la region de una o mas de las
moléculas, pero mas tipicamente implican solo una region de algunas de las moléculas. Una de las moléculas de una
region helicoidal triple es con frecuencia un oligonucledtido. Tal como se usa en la presente memoria, el término
"polinucledtido(s)" también incluye DNA o RNA como se han descrito antes, que comprenden una o mas bases
modificadas. Por lo tanto, los DNA o RNA con cadenas principales modificadas por estabilidad o por otras razones
son "polinucledtido(s)" tal como se entiende este término en la presente memoria. Ademas, los DNA o RNA que
comprenden bases poco comunes, tales como inosina, o bases modificadas, tales como bases tritiladas, s6lo por
nombrar dos ejemplos, son polinucledtidos tal como se usa el término en la presente memoria. Se observara que se
han hecho una gran variedad de modificaciones al DNA y RNA que sirven para propésitos muy Utiles para los
expertos en la técnica. El término "polinucleodtido(s)" tal como se usa en la presente memoria, abarca dichas formas
de polinucledtidos quimica, enzimatica o metabolicamente modificadas, asi como las formas quimicas de DNA y
RNA caracteristicas de virus y células, incluyendo, por ejemplo, células sencillas y complejas. "Polinucle6tido(s)"
también abarca polinucleétidos cortos, denominados con frecuencia oligonucleétido(s).

"Polipéptido(s)" se refiere a cualquier péptido o proteina que comprende dos o mas aminoacidos unidos entre si por
enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados. "Polipéptido(s)" se refiere tanto a cadenas cortas, normalmente
denominadas péptidos, oligopéptidos y oligémeros, como a cadenas mas largas denominadas en general proteinas.
Los polipéptidos pueden comprender aminoacidos distintos de los 20 aminoacidos codificados por genes. Los
"polipéptido(s)" incluyen los modificados por procedimientos naturales, tales como modificaciones en el
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procesamiento y otras postraduccionales, pero también por técnicas de modificacion quimica. Dichas modificaciones
estan descritas en los textos basicos y en monografias méas detalladas, asi como en una voluminosa bibliografia de
investigacion, y son conocidas por los expertos en la técnica. Se apreciara que puede haber el mismo tipo de
modificacion con el mismo grado o distinto grado en varios sitios en un polipéptido dado. También, un polipéptido
dado puede comprender muchos tipos de modificaciones. Las modificaciones se pueden producir en cualquier sitio
en un polipéptido, incluyendo la cadena principal peptidica, las cadenas laterales de los aminoacidos, y los extremos
amino o carboxilo. Entre las modificaciones se incluyen, por ejemplo, acetilacién, acilacion, ADP-ribosilacién,
amidacién, union covalente de flavina, unidon covalente de un resto hemo, unién covalente de un nucleétido o
derivado de nucledtido, union covalente de un lipido o derivado de lipido, union covalente de fosfatidilinositol,
reticulacion, ciclacion, formacion de enlace disulfuro, desmetilacion, formacion de reticulaciones covalentes,
formacion de cisteina, formacion de piroglutamato, formilacion, gamma-carboxilacion, formacién de anclaje de GPI,
hidroxilacién, yodacion, metilacién, miristoilacion, oxidacién, procesamiento proteolitico, fosforilacién, prenilacion,
racemizacion, glicosilacion, union de lipido, sulfatacion, gamma-carboxilacion de los restos de &cido glutamico,
hidroxilaciéon y ADP-ribosilacién, selenoilacion, sulfatacion, adicion de aminoacidos a proteinas mediada por RNA de
transferencia, tales como arginilacion y ubiquitinacion. Véase por ejemplo, PROTEINS - STRUCTURE AND
MOLECULAR PROPERTIES, 2nd Ed., T. E. Creighton, W. H. Freeman and Company, New York (1993), y Wold, F.,
Posttranslational Protein Modifications: Perspectives and Prospects, pgs. 1-12 en POSTTRANSLATIONAL
COVALENT MODIFICATION OF PROTEINS, B. C. Johnson, Ed., Academic Press, New York (1983); Seifter et al.,
Meth. Enzymol. 182:626-646 (1990), y Rattan et al., Protein Synthesis: Posttranslational Modifications and Aging,
Ann. N.Y. Acad. Sci. 663: 48-62 (1992). Los polipéptidos pueden ser ramificados o ciclicos, con o sin ramificaciones.
Los polipéptidos ciclicos, ramificados y circulares ramificados pueden ser resultado de procesos postraduccionales
naturales, y se pueden hacer también por métodos completamente sintéticos.

"Sistema(s) de expresion recombinante" se refiere a sistemas de expresion o sus partes, o polinucleétidos,
introducidos o transformados en una célula hospedante o lisato de célula hospedante, para producir polinucleétidos y
polipéptidos.

"Variante(s)" tal como se usa el término en la presente memoria, es un polinucleétido o polipéptido que difiere de un
polinucledtido o polipéptido de referencia respectivamente, pero que retiene las propiedades esenciales. Una
variante tipica de un polinucledtido difiere en la secuencia de nucleétidos de otro polinucleétido de referencia. Los
cambios en la secuencia de nucleétidos de la variante pueden alterar o no la secuencia de aminoacidos de un
polipéptido codificado por el polinucledtido de referencia. Los cambios de nucleétidos pueden dar como resultado
sustituciones, adiciones, supresiones de aminoacidos, proteinas de fusiéon y truncamientos en el polipéptido
codificado por la secuencia de referencia, como se discute a continuaciéon. Una variante tipica de un polipéptido
difiere en la secuencia de aminoacidos de otro polipéptido de referencia. En general, las diferencias estan limitadas,
de modo que las secuencias del polipéptido de referencia y de la variante son muy similares en su totalidad, y en
muchas regiones idénticas. Una variante y un polipéptido de referencia pueden diferir en la secuencia de
aminoacidos en una o mas sustituciones, adiciones, supresiones en cualquier combinacion. Un resto de aminoacido
sustituido o insertado puede ser uno codificado o no por el cédigo genético. La presente descripcién también incluye
variantes de cada uno de los polipéptidos, es decir, polipéptidos que varian de las referencias por sustituciones de
aminoacidos conservativas, por las cuales un resto es sustituido por otro con caracteristicas similares. Dichas
sustituciones tipicas son entre Al, Val, Leu e lle; entre Ser y Thr, entre los restos acidos Asp y Glu; entre Asny GIn; y
entre los restos basicos Lys y Arg; o restos aromaticos Phe y Tyr. Son particularmente preferidas las variantes en las
que varios, 5-10, 1-5, 1-3, 1-2 o 1 aminoacidos son sustituidos, suprimidos o afiadidos en cualquier combinacién.
Una variante de un polinucleétido o polipéptido puede ser una natural tal como una variante alélica, o puede ser una
variante que no se sabe que sea natural. Las variantes de polinucleétidos y polipéptidos que no son naturales se
pueden hacer por técnicas de mutagénesis, por sintesis directa y por otros métodos recombinantes conocidos por los
expertos en la técnica.

"Microorganismo(s)" significa un (i) procariota, incluyendo, pero sin limitar, un miembro del género Streptococcus,
Staphylococcus, Bordetella, Corynebacterium,  Mycobacterium, Neisseria, Haemophilus,  Actinomycetes,
Streptomycetes, Nocardia, Enterobacter, Yersinia, Fancisella, Pasturella, Moraxella, Acinetobacter,
Erysipelothrix, Branhamella, Actinobacillus, Streptobacillus, Listeria, Calymmatobacterium, Brucella, Bacillus,
Clostridium, Treponema, Escherichia, Salmonella, Kleibsiella, Vibrio, Proteus, Erwinia, Borrelia, Leptospira, Spirillum,
Campylobacter, Shigella, Legionella, Pseudomonas, Aeromonas, Rickettsia, Chlamydia, Borrelia y Mycoplasma, e
incluyendo ademés pero sin limitar, un miembro de la especie o grupo, Streptococcus del Grupo A, Streptococcus del
Grupo B, Streptococcus del Grupo C, Streptococcus del Grupo D, Streptococcus del Grupo G, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus faecalis, Streptococcus faecium,
Streptococcus durans, Neisseria gonorrheae, Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Corynebacterium diptheriae, Gardnerella vaginalis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium leprae, Actinomyctes israelii, Listeria monocytogenes, Bordetella pertusis,
Bordetella parapertusis, Bordetella bronchiseptica, Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Haemophilus influenzae,
Haemophilus aegyptius, Haemophilus parainiluenzae, Haemophilus ducreyi, Bordetella, Salmonella typhi, Citrobacter
freundii, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Yersinia pestis, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcessens, Serratia
liguefaciens, Vibrio cholera, Shigella dysenterii, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa, Franscisella tularensis,
Brucella abortis, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Clostridium botulinum,
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Treponema pallidum, Rickettsia rickettsii y Chlamydia trachomitis, (i) un arquedn, incluyendo, pero sin limitar,
Archaebacter, y (i) un eucariota unicelular o filamentoso, incluyendo, pero sin limitar, un protozoo, un hongo, un
miembro del género Saccharomyces, Kluveromyces, o Candida, y un miembro de la especie Saccharomyces
ceriviseae, Kluveromyces lactis, o Candida albicans.

"Bacteria(s)(no)" significa un (i) procariota, incluyendo, pero sin limitar, un miembro del género Streptococcus,
Staphylococcus, Bordetella, Corynebacterium, Mycobacterium, Neisseria, Haemophilus, Actinomycetes,
Streptomycetes, Nocardia, Enterobacter, Yersinia, Fancisella, Pasturella, Moraxella, Acinetobacter,
Erysipelothrix, Branhamella, Actinobacillus, Streptobacillus, Listeria, Calymmatobacterium, Brucella, Bacillus,
Clostridium, Treponema, Escherichia, Salmonella, Kleibsiella, Vibrio, Proteus, Erwinia, Borrelia, Leptospira,
Spirillum, Campylobacter, Shigella, Legionella, Pseudomonas, Aeromonas, Rickettsia, Chlamydia, Borrelia y
Mycoplasma, e incluyendo ademas, pero sin limitar, un miembro de la especie o grupo, Streptococcus del Grupo A,
Streptococcus del Grupo B, Streptococcus del Grupo C, Streptococcus del Grupo D, Streptococcus del Grupo G,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus faecalis,
Streptococcus faecium, Streptococcus durans, Neisseria gonorrheae, Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium diptheriae, Gardnerella vaginalis, Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium leprae, Actinomyctes israelii, Listeria
monocytogenes, Bordetella pertusis, Bordetella parapertusis, Bordetella bronchiseptica, Escherichia coli, Shigella
dysenteriae, Haemophilus influenzae, Haemophilus aegyptius, Haemophilus parainfluenzae, Haemophilus ducreyi,
Bordetella, Salmonella typhi, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Yersinia pestis, Klebsiella
pneumoniae, Serratia marcessens, Serratia liquefaciens, Vibrio cholera, Shigella dysenterii, Shigella flexneri,
Pseudomonas aeruginosa, Franscisella tularensis, Brucella abortis, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens, Clostridium tetani, Clostridium botulinum, Treponema pallidum, Rickettsia rickettsii y Chlamydia trachomitis,
y (ii) un arquedn, incluyendo, pero sin limitar, Archaebacter.

Tal como se usa en la presente memoria, "polipéptido(s) heterdlogo(s)" se refiere a un polipéptido no sintetizado
naturalmente por una célula o microorganismo hospedante transformado de interés, e introducido en la célula o
microorganismo hospedante por DNA recombinante. Por ejemplo, E. coli puede actuar como un microorganismo
hospedante para la expresion de interleuquina, la cual no se produce en una E. coli no transformada. Los
polipéptidos heterdlogos pueden incluir polipéptidos que se han modificado para facilitar el aislamiento.

Tal como se usa en la presente memoria, "marcador de afinidad" se refiere a cualquier resto asociado con una
molécula que puede dar a dicha molécula una afinidad selectiva por otra sustancia o molécula. Por ejemplo, se
puede usar un marcador de afinidad para facilitar la purificacion de una molécula proporcionando a la molécula una
afinidad selectiva por un material de empaquetamiento de columna. Un ejemplo no limitante de un marcador de
afinidad es un marcador de His.

Tal como se usa en la presente memoria, "marcador de His" se refiere a una repeticion de aminoacidos histidina, y
puede incluir otros aminoacidos codificados en un polipéptido por técnicas de ingenieria. Tipicamente, un marcador
de His contiene al menos seis repeticiones de histidina ("hexa"), y esta situado cerca del extremo N del polipéptido.
Los marcadores de His se pueden usar para facilitar la purificacion de polipéptidos heterdlogos en columnas con Ni.

Tal como se usa en la presente memoria, "medio minimo" se refiere al medio de crecimiento celular que comprende
ingredientes quimicamente definidos que incluyen, pero no se limitan, tampones tales como tampdn de fosfato, sales
tales como sulfato magnésico, cloruro célcico, cloruro sédico, o sulfato de manganeso, minerales tales como hierro,
cinc, cobre, cobalto, o molibdeno, una fuente de carbono tal como glucosa o glicerol, y una fuente de nitrogeno tal
como sulfato o nitrato aménico. Un ejemplo es el medio M9 (Kim, YS, JH Seo and HY Cha, Enzyme and Microbial
Technology 33 (2003):460-465.)

Tal como se usa en la presente memoria, "medio rico" se refiere al medio de crecimiento celular que comprende
ingredientes no definidos y que incluyen, pero no se limitan, componentes adicionales tales como tampones (por
ejemplo tampén de fosfato), sales (por ejemplo sulfato magnésico, cloruro calcico, cloruro sédico o sulfato de
manganeso), y una fuente de carbono que puede ser glucosa o glicerol, por ejemplo. La fuente de nitrégeno puede
estar compuesta por un hidrolisato de proteina tal como extracto de levadura, hidrolisato de carne, o hidrolisato de
soja. La fuente de nitrégeno se puede proporcionar en una concentracion capaz de mantener el crecimiento celular,
con una relacion de fuente de nitrégeno complejo (en gramos por litro) a densidad celular maxima (en unidades de
DO) de 1:1 o mayor. Entre los ejemplos de medio rico se incluyen, pero no se limitan, Superbroth (Atlas RM,
Handbook of Microbiological Mesdia; Parks LC Ed.; CRC Press: Boca Raton FL, pp. 281, 523, 529, 859), caldo de
Teriffic (Alpha Biosciences, Baltimore, MD EE.UU.), Caldo Turbo (Athena Enzyme Systems, Baltimore, MD EE.UU.), o
caldo Hyper (Athena Enzyme Systems, Baltimore, MD EE.UU.).

Tal como se usa en la presente memoria, "gluconoilacion” se refiere a la union de un derivado de acido glucoénico a
una proteina. La gluconoilacion puede incluir, pero no se limita, la formacion de aducto de 6-fosfogluconolactona (6-
PGL), acetilacién, formilacion, desformilacion, gluconolactonacion, o derivatizacion con &cido glucénico.

Tal como se usa en la presente memoria, "rendimiento de la concentraciéon" se refiere a la concentracién de un
producto (por ejemplo, polipéptido expresado heter6logamente) en solucion (por ejemplo, caldo de cultivo, o0 mezcla
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de lisis celular o tampén) y normalmente se expresa como mg/l o g/l. Un aumento del rendimiento de la
concentracion se puede referir a un aumento absoluto o relativo de la concentracion de un producto producido en
dos conjuntos definidos de condiciones.

Tal como se usa en la presente memoria, "actividad de pgl" se refiere a cualquier actividad de una 6-
fosfogluconolactonasa ("pgl"). Dicha actividad puede incluir hidrélisis de 6-PGL a acido 6-fosfoglucénico. La actividad
de pgl significativa se puede definir como actividad de hidrdlisis de al menos 0,2 Ul/min/g.

Tal como se usa en la presente memoria, las expresiones "condiciones rigurosas" y "condiciones de hibridaciéon
rigurosas" significan que la hibridacién se producira sélo si hay una identidad de al menos 70% y preferiblemente al
menos 80%, pero especialmente preferiblemente al menos 95% entre las secuencias. Un ejemplo de condiciones de
hibridacion rigurosas es incubacion toda la noche a 42°C en una solucién que comprende: formamida al 50%, 5xSSC
(NaCl 150 mM, citrato trisédico 15 mM), fosfato sédico 50 mM (pH 7,6), 5x solucion de Denhardt, sulfato de dextrano
al 10%, y DNA de esperma de salmén fraccionado y desnaturalizado 20 microgramos/ml, seguido de lavado de los
filtros en 0,1xSSC aproximadamente a 65°C. Las condiciones de hibridacién y lavado son conocidas y ejemplificadas
por Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989),
particularmente en su capitulo 11.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las tensiones celulares que provienen del crecimiento en medio minimo, altas densidades celulares, y alto nivel de
expresion de polipéptido heterélogo, entre otras tensiones, pueden contribuir a la gluconoilaciéon del polipéptido
heterélogo. Por lo tanto, aliviar uno o mas de estos factores de tension puede afectar al nivel de gluconoilacion de la
proteina expresada en el microorganismo, que a su vez puede afectar a la pureza y rendimiento de la concentracion
de un polipéptido deseado. Algunas cepas de E. coli pueden tener niveles mayores de actividad de pgl que otras
(aungue no se ha identificado el gen responsable de esta actividad en E. coli. Cordwell, S.J. 1999. Arch. Microbiol.
172:269-279). Ademas, la gluconoilacion de polipéptidos puede afectar a la cristalizacion y determinacion estructural
de estos polipéptidos.

La presente descripcion, proporciona métodos para prevenir la gluconoilacion de un polipéptido expresado en un
microorganismo, que comprenden hacer crecer dicho microorganismo en un medio de cultivo rico. En otro aspecto,
el microorganismo no demuestra actividad de 6-fosfogluconolactonasa significativa cuando se hace crecer en medio
minimo. El microorganismo puede ser una cepa de E. coli. En otro aspecto de la invencién, una E. coli es una cepa
B. En otro aspecto, un medio de cultivo rico comprende una fuente de nitrégeno complejo. Un medio de cultivo rico
puede mantener el crecimiento celular en una relacién de concentracion de fuente de nitrégeno complejo a densidad
celular 1:1. Una fuente de nitrégeno complejo puede comprender triptona, peptona, o extracto de levadura. En otro
aspecto, un medio de cultivo es Superbroth. El medio Superbroth puede estar doblemente concentrado. En otro
aspecto, se transfecta un microorganismo con una molécula de DNA recombinante que codifica un polipéptido
heterélogo.

En otra realizacion, se proporcionan métodos para prevenir la gluconoilacion de un polipéptido expresado en E. coli,
gue comprenden fermentar una variedad de la cepa K de E. coli para expresar el polipéptido. En otro aspecto, una
cepa K demuestra actividad de fosfogluconolactonasa al menos aproximadamente 100 veces mayor comparada con
la cepa B hecha crecer sustancialmente en las mismas condiciones. En otro aspecto, una cepa K es K-12.

En otra realizacion, se proporcionan métodos para prevenir la gluconoilacion de polipéptidos expresados en un
microorganismo, que comprenden introducir DNA en el microorganismo, en el que el DNA codifica un polipéptido que
demuestra actividad de 6-fosfogluconolactonasa. En otro aspecto, un microorganismo es E. coli. Un DNA comprende
DNA que codifica una enzima 6-fosfogluconolactonasa. En otro aspecto, un DNA que codifica una enzima 6-
fosfogluconolactonasa tiene una identidad de secuencia de al menos 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o 100%
respecto a un DNA que codifica la 6-fosfogluconolactonasa de una Pseudomonas, que puede ser P. aeruginosa. En
otro aspecto, un DNA que codifica una enzima 6-fosfogluconolactonasa tiene una identidad de secuencia de al
menos 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o 100% respecto al SEQ ID NO:7. En otro aspecto, una enzima 6-
fosfogluconolactonasa tiene una secuencia de aminoacidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 70%,
80%, 85%, 90%, 95%, 97% o 100% respecto al SEQ ID NO:8. Un DNA que codifica una enzima 6-
fosfogluconolactonasa comprende la secuencia expuesta en el SEQ ID NO:7. El DNA puede ser DNA recombinante,
y/o se puede transformar en un DNA gendmico de un microorganismo.

En otra realizacién, se proporciona un microorganismo que puede prevenir la gluconoilaciéon de polipéptidos. Un
microorganismo comprende DNA que codifica un polipéptido que demuestra actividad de 6-fosfogluconolactonasa.
Un microorganismo comprende DNA que codifica 6-fosfogluconolactonasa. En otro aspecto, un DNA que codifica 6-
fosfogluconolactonasa tiene una identidad de secuencia de al menos 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o 100%
respecto al DNA que codifica una enzima 6-fosfogluconolactonasa de una Pseudomonas y en el que el
microorganismo no es Pseudomonas. En otro aspecto de la invencion, un DNA que codifica 6-fosfogluconolactonasa
es de P. aeruginosa. En otro aspecto, un microorganismo es una cepa de E. coli. En otro aspecto, un
microorganismo es una cepa de E. coli, en el que se incorpora un DNA que codifica la 6-fosfogluconolactonasa en el
genoma del microorganismo.
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En otra realizacion, se proporciona un polinucledtido aislado que comprende un polinucleétido que tiene una
identidad de al menos 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o 100% respecto al polinucleétido expuesto en el SEQ ID
NO:7. En otro aspecto, un polinucleétido aislado comprende un polinucleétido que tiene una identidad de secuencia
de al menos 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o 100% respecto a un polinucleétido que codifica un polipéptido que
comprende aminoacidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o
100% respecto al SEQ ID NO:8. En otro aspecto, un DNA codifica una proteina que demuestra actividad de 6-
fosfogluconolactonasa. En otro aspecto, se expone una secuencia de DNA en el SEQ ID NO:7. En otro aspecto de la
invencién, una secuencia de DNA es homéloga a un DNA que codifica la 6-fosfogluconolactonasa de P. aeruginosa.
En otro aspecto, un polinucledtido aislado comprende ademas un polinucleétido que codifica una interleuquina-18
humana, o sus variantes.

En otra realizacién, se proporcionan métodos para mejorar la formacion de cristal del polipéptido, que comprenden
expresar dicho polipéptido por un método de la invencién, con el fin de reducir la gluconoilacion del polipéptido.

En otra realizacion, se proporcionan métodos para mejorar la eficacia del crecimiento y expresién de un polipéptido
en un microorganismo. En un aspecto, un polipéptido demuestra un mayor rendimiento de la concentraciéon en la
etapa de fermentacion comparado con el polipéptido gluconoilado.

En otra realizacion, se proporcionan métodos para producir una interleuquina humana, que comprenden coexpresar
dicha interleuquina humana en un microorganismo con una enzima que tiene actividad de 6-fosfogluconolactonasa
("pgl™). En un aspecto, una interleuquina humana es una proteina IL-18, 0 sus variantes. En un aspecto, un
microorganismo es E. coli. En un aspecto, la pgl es codificada por un polinucledtido que es transformado o
transfectado en E. coli, incluyendo, pero sin limitar, ser transformado en el genoma o episoma.

En otra realizacién, se proporcionan métodos para producir una interleuquina humana, que comprenden expresar la
interleuquina humana en un microorganismo que se hace crecer en un medio de cultivo rico. En un aspecto, una
interleuquina humana es una proteina IL-18, o una de sus variantes. En otro aspecto, el microorganismo es E. coli.
En un aspecto, un medio de cultivo rico comprende peptona de fitona. En un aspecto, un medio de cultivo rico
comprende extracto de levadura Bacto.

En otra realizacion, se proporciona un microorganismo sin expresion detectable de fago lambda infeccioso. En un
aspecto, se suprime o altera la proteina estructural de la capside del fago lambda, gpE, en un microorganismo. La
supresion o alteracién de una proteina se puede lograr de varias formas no limitantes. Se puede eliminar parcial o
completamente de un microorganismo un gen que codifica una proteina. Un gen que codifica una proteina se puede
modificar genéticamente mediante técnicas no limitantes tales como mutaciéon puntual o mutacién aleatoria. Una
proteina se puede escindir o modificar quimica o enzimaticamente para alterar su estructura o funcion. Se puede
alterar o suprimir la expresién de un gen regulador promotor para eliminar o reducir la expresion del gen. Se pueden
regular las condiciones de la solucién o temperatura para afectar a la estructura o funcién de la proteina. En un
aspecto, un microorganismo es una E. coli. En otro aspecto un microorganismo comprende un gen de RNA-
polimerasa de T7.

Los siguientes ejemplos ilustran diferentes aspectos de la invencion. Estos ejemplos no limitan el alcance de esta
invencién que se define por las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLOS
Ejemplo 1

Se cre6 una cepa mejorada de la cepa BL21(DE3) de E. coli que no tiene expresién detectable de fago lambda
infeccioso, por supresion de la expresion de una proteina estructural principal de la capside del fago lambda, gpE.
Esta cepa se us0 en los Ejemplos presentados en la presente memoria.

Se amplificé por PCR un fragmento interno de 413 pares de bases de la region que codifica gpE usando la pareja de
cebadores:

5 AGCTGGCCATTGCTCAGGTCGAAG 3’ (SEQ ID NO: 1)

5 GTACTGTCCGGAATACACGACGATG 3 (SEQ ID NO:2)

y DNA cromos6mico de BL21(DE3) como molde. El fragmento resultante:
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AGCTGGCCAT
ACACCATGAC
ATAACATCAC
CGACCGACGA
TCGATCCGAA
CCCGTCGTGG
CCTATAAGGG
(SEQ ID NO

TGCTCAGGTC
CGGTGAAGCC
GCAGTCCGGC
TATCGAAGCC
AGGCTGGGCG
CTCTAATTCC
GATGTATGGC
:3)
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GAAGAGATGC AGGCAGTTTC

TTCGATCCGG
GGCACGGAGT
TACGCGCTGA
CTGTTCCGTT
GAGCTGGAGA
GATGTGGCCA

TTGAGGTGGA
GGAGCAAGCG
ACGCCAGCGG
CCTTCAAAGC
CAGCGGTGAA
TCGTCGTGTA

TGCCGTGCTT
TATGGGCCGC
TGACAAGTCC
TGTGGTGAAT
CGTCAAGGAG
AGACCTGGGC
TTCCGGACAG

AAGGGCAAAT
AGTGAGGAGA
ACGTATGACC
ATCATCGTGT
AAGCTGGATA
AAAGCGGTGT
TAC

producto de la amplificacion por PCR, se clon6 TA y se verific la secuencia usando técnicas patron. Después, se
introdujo una copia funcional de un gen de resistencia al cloranfenicol en el sitio de EcoRV situado en el centro y
mostrado en negrita en la secuencia de gpE clonada. Después la construccion del fragmento de gpE interrumpido
con cloranfenicol se us6 como un vector konock-out de recombinacion homologa lineal para la supresién de la
expresion genética del gen de gpE de lambda (DE3) que reside en la cepa hospedante BL21(DE3) de E. coli. El
vector knock-out se introdujo en la célula hospedante exactamente como describen Kirill A. Datsenko y Barry
Wanner, Proc. Natl. Acad. Sci USA 2000; 97:6640-6645, excepto que se usé el vector descrito en la presente
memoria. Se identificaron preliminarmente los knock-outs para gpE putativos por la capacidad de crecimiento en
presencia de cloranfenicol 6 pg/ml, y posteriormente se confirmaron por andlisis por PCR. Se deposit6é uno de dichos
knock-outs para gpE de BL21(DE3), con la designacion en GSK ECC-023.

Se ensay06 en ECC-023 la presencia de particulas de fago infeccioso en un ensayo de placa muy sensible. Como se
muestra en la Tabla 1, el BL21(DE3) padre, expresaba cantidades apenas detectables de fago cuando no se inducia
a hacerlo, aproximadamente 20 ufp, pero aproximadamente tres 6rdenes de magnitud mas cuando se inducia por la
respuesta SOS al dafio genético (irradiacion UV). Sin embargo, el derivado knock-out para gpE, ECC-023, no
producia ninguna prueba de fago infeccioso, incluso cuando se trat6 de inducir la respuesta SOS. Los datos
muestran que el derivado de BL21(DE3), ECC-023, no produce ninguna particula de fago infeccioso detectable, y de
acuerdo con esto es una cepa de célula hospedante adecuada para la fabricacién biofarmacéutica.

Tabla 1: Produccion de particulas de fago infeccioso de E. coli.

UFP/mI
No inducido Inducido por SOS
BL21(DE3) 21 10.000
ECC-023 0 0

Ejemplo 2

Este ejemplo muestra que cultivar células en un medio rico puede prevenir la formacion de un aducto de 6-PGL de
proteinas marcadas con His, comparado con el medio minimo.

Se hizo crecer E. coli BL21(DE3) transformada con el plasmido pET28FabZSa, que codifica el gen para Hexa-His-
FabZ, en MCJK (medio minimo) o MCJKLB (medio rico) a 37°C, hasta que se alcanzé una DOgy de 1,0. En la Taba
2 se describen las composiciones de los medios para MCJK y MCJKLB.

Tabla 2: Composiciones de los medios para producir Hexa-His-FabZ

Componente MCJK MCJKLB
K;HPO, 56 mM 56 mM
(NH,),S0, 38 mM 38 mM
MgSO, 5mM 5mM
CaCl, 1mM 1mM
Metales en trazas* 1 mi/ 1 mi
Glucosa 10 g/l 10 g/l
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Componente MCJK MCJKLB
Extracto de levadura nada 59/
Triptona Bacto nada 10 g/l

*Metales en trazas: FeCl, 161 mM, Na,MoO, 2,7 mM, ZnSO, 1,4 mM, MnCl, 2,5 mM, CuSQO, 3,2 mM, CoCl, 3,4
mM, y HsBO3; 3,2 mM

Se afiadio isopropil-beta-D-tiogalactopirandsido ("IPTG") con una concentracion final 1 mM, y las células se
mantuvieron a 37°C durante cuatro horas hasta la recoleccion. Las células se recogieron por centrifugacion a 16.000
x g durante 10 min y se lisaron por agitacion suave en Tris 10 mM, pH 8,0, Na,EDTA 1 mM, lisozima 10 pug/ml y
Benzonasa 25 U/ml (Sigma). Se separaron los restos celulares por centrifugacion a 16.000 x g durante 10 minutos, y
la proteina recombinante se purificd del extracto soluble con resina Ni-NTA en modo discontinuo de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante (Qiagen Inc., Valencia, CA). Se analiz6 en las proteinas heterélogas la presencia de
modificacion con gluconolactona por andlisis de LC/MS.

El polipéptido heter6logo MGSSH, con marcador de His se gluconoila en un nivel de 34% de la proteina
recombinante total cuando el cultivo se lleva a cabo en medio minimo (MCJK) como se muestra en la Tabla 3.
Cuando el medio se complementa o se hace rico con extracto de levadura y triptona, la proteina gluconoilada no es
detectable, como se muestra también en la Tabla 3. Por lo tanto, el uso de un medio mas rico puede prevenir la
formacion del aducto de 6-PGL.

Tabla 3: Efecto de medio minimo frente a rico en la gluconoilaciéon de una proteina marcada con His
expresada en E. coli

Vector Extremo N Inserto | % Hospedante | Medio Comentarios
Modificado

pET28FabZSa MGSSHs Fabz 34% BL21(DES3) MCJIK medio minimo

pET28FabZSa MGSSHs Fabz No BL21(DES3) MCJIKLB medio rico
detectable

Ejemplo 3

Este ejemplo demuestra que un resto de lisina interno de una quimioquina CXC recombinante (también conocida
como Gro-beta-T) puede ser gluconoilado cuando se expresa en E. coli. Las secuencias del cDNA y de aminoacidos
de Gro-beta-T humano se proporcionan en la solicitud de patente Internacional, Publicacion n® WO 92/00327 (9 de
Enero, 1992), asi como en la patente de EE.UU. n° 6.042.821 y patente de EE.UU. n°® 6.413.510.

La acumulacién de proteina heterdloga durante la produccion de una quimioquina CXC (Gro-beta-T) se siguié de
forma rutinaria usando un ensayo de fase inversa de alta produccion, cuantitativo. Esta separacion se conect6é con
un espectrometro de masas de tiempo de vuelo, de electropulverizacion ("ESI-TOF") y de alto rendimiento, para
proporcionar un medio para seguir rutinariamente la formacion de las variantes relacionadas con el producto.

Cuando se expresé en el hospedante E. coli BL21(DE3), s6lo se observaron dos modificaciones del producto. La
deconvolucion de los espectros de masas caracteriz6 las variantes que presentaban desplazamientos de masa de
+178 Da y +258 Da comparadas con el producto nativo a 7.542 Da.

El producto obtenido de estas fermentaciones se pasod por un procedimiento de purificacién. Las muestras durante el
procedimiento se caracterizaron usando un ensayo de fase inversa de alta resolucién que puede resolver variantes
minoritarias del producto. El analisis por cromatografia liquida-espectroscopia de masas ("LCMS") confirm6 que las
nuevas variantes del producto presentaban desplazamientos de masa de +258 Da (tiempo de retencion ~14,8 min) y
+178 Da (tiempo de retencion ~15,2 min).

La bibliografia publicada indicaba que estos desplazamientos de masa de +178 Da y +258 Da se habian observado
previamente en proteinas expresadas con marcadores de hexa-His, y que resultaban de la adicion de 6-PGL o
gluconolactona al resto N-terminal. La quimioquina CXC (Gro-beta-T) no se expresd usando un marcador de hexa-
His. Ademas, la molécula no presenta ninguna region rica en histidina. Para confirmar que las especies estaban
relacionadas con el producto, se aislé cada variante y se sometié a secuenciacion N-terminal. La secuenciacion
confirmé la secuencia correcta del producto y aseguré que no habia marcador de hexa-His.

Las variantes se sometieron a digestion con tripsina y cartografia del péptido. La comparaciéon con los mapas de
péptidos generados usando el producto patrén, puso de manifiesto dos nuevos picos en el mapa de tripsina,
eluyendo el primer pico a 45,8 min (m/z 1094) y eluyendo el segundo pico a 46,5 min (m/z 1174). Los nuevos
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péptidos se aislaron y sometieron a secuenciacion N-terminal que indic6 que ambos tenian la misma secuencia
(NIQSVKVK (SEQ ID NO:4)). La homologia de la secuencia y la presencia de una diferencia de masa de 80 Da
sugeria que las especies diferian solo en la presencia de fosforilacion.

Se llevé a cabo espectrometria de masas LCMS del pico con m/z 1174. El experimento de MS/MS confirmé que el
pico tiene una secuencia de NIQSVKVK (SEQ ID NO:4). Ademas, los iones fragmento de la serie y empezando por
y3 e incluyendo y3, y4, y5 e y6 mostraron un aumento de masa de 258 Da. Sin embargo, el ion y2 no mostré el
aumento de masa de 258 Da. Estos datos indicaban que la modificacion estaba en la lisina (n° 23 en la secuencia)
con aumento de masa de 258 Da.

Para confirmar que la modificacion observada se debia a la gluconoilacion del producto, se desarrollaron
reacciones in vitro que usaban L-glucono-1,5-lactona o acido galacténico reactivo. Los trabajos previos habian
mostrado que estas especies podian inducir la adiciéon de especies gluconoilo al marcador hexa-His [Geohegan, et
al.].

La quimioquina CXC (Gro-beta-T) purificada se intercambidé con tamp6n en un tampén de TRIS a pH 8,0. Se
afiadieron L-glucono-1,5-lactona o acido galactdnico en una concentracion 450 mM, y las muestras se incubaron a
temperatura ambiente durante veinte minutos. Ambas lactonas indujeron la misma modificacion de +178 Da de la
guimioquina CXC observada durante la expresion en E. coli.

Ejemplo 4

Este ejemplo ilustra la gluconoilacion de los restos de lisina internos de una interleuquina humana recombinante (IL-
18 humana) expresada en E. coli.

Se us6 HPLC de fase inversa de alta resolucion acoplada con espectrometria de masas ESI-TOF, para cribar los
aductos de 6-PGL de un producto de interleuquina. El analisis de la interleuquina expresada en la cepa B dio una
especie relacionada con el producto que presentaba una diferencia de masa de +178 Da. Puesto que la proteina se
expreso sin un marcador de hexa-His, era probable que la modificacién se produjera en un resto de lisina interno,
como se habia observado con la quimioquina CXC (véase el Ejemplo 3).

El analisis por HPLC de fase inversa de alta resolucion de la molécula de Interleuquina permitié la identificaciéon de
multiples especies del producto que presentaban desplazamientos de masa de +178 Da a RT de 21,0, 22,0, 23,0
minutos y una especie minoritaria adicional que presentaba un desplazamiento de +258 Da (RT ~27,5 minutos).

La modificacién in vitro de la interleuquina también se evalué con L-glucono-1,5-lactona a pH 8,0, como se ha
descrito en el ejemplo previo. Esta reaccion otra vez dio las mismas modificaciones de +178 Da observadas cuando
se expresaba la interleuquina en la cepa B de E. coli.

Ejemplo 5

Este ejemplo muestra que cultivar células en medio rico previene la gluconoilaciéon o formacion de aducto de PGL de
los restos de lisina internos de una proteina recombinante. En este estudio se compararon tres procedimientos de
fermentacion discontinua alimentada. La diferencia entre los experimentos de fermentacion era el medio discontinuo
y las composiciones de la alimentacion usadas durante la fase de produccién. Se uso un medio rico en el
Procedimiento | de fermentacion, mientras que los lotes segundo y tercero (Procedimientos Il y 1l) se llevaron a cabo
con un medio minimo. Se us6 glicerol como medio de alimentacion en el Procedimiento | y Il, mientras que se usé
glucosa en el Procedimiento Ill.

El procedimiento de fermentaciéon para producir una interleuquina recombinante en E. coli se llevé a cabo en un
modo discontinuo alimentado en un fermentador de 15 litros. La fermentacion se inici6 como un procedimiento
discontinuo. Se prepar6 el in6culo mediante transferencia aséptica de 0,5 ml de un cultivo madre en glicerol a 1000
ml de medio PYE en un matraz de 2,8 litros, como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion del medio de siembra para la expansién del indculo en los fermentadores

Articulo Concentracion del medio discontinuo
Extracto de levadura 5q/l

Peptona de fitona 10 g/l

Cloruro sadico 10 g/l

Dextrosa 10 g/l

Sulfato de kanamicina 50 mg/l

12




10

15

20

ES 2369359 T3

El cultivo se hizo crecer toda la noche a 27,5°C en un agitador rotatorio. Después el cultivo del matraz agitado se
transfirio a un fermentador que contenia 5 litros de medio discontinuo. El medio de produccion consta de sales,
aminoacidos, y sulfato de kanamicina. Adicionalmente, el medio rico se complementa con altas concentraciones de
extracto de levadura y peptona de fitona, como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5: Composicién del medio de la etapa de produccién para comparar medio rico frente a minimo

Concentracion de medio discontinuo
Articulo Procedimiento | Procedimiento Il Procedimiento Il
Extracto de levadura 48 g/l 5,84l 5,84l
Peptona fitona 24 gll 1,6 g/l 1,6 g/l
(NH4,SO4 nada 54/l 54qll
NaCl nada 1.3/ 1,39/
Dextrosa nada nada 33,59/
Glicerol 26 g/l 26 g/l nada
KHPO, 15,3 g/l 6 g/l 6 g/l
KHPO, 1,7 g/l 3g/ 3g/
Metales en trazas* 1 mi/l 1 mi/l 1 mi/l
MgSO, 5mM 5mM 5mM
CaCl, 1 mM 1nM 1nM
Sulfato de kanamicina 30 mg/l 30 mg/l 30 mg/l
*Solucion de metales en trazas: FeCl,.6H,O, 37,8 g/l; Na,M0O4.H,0, 0,7 g/l; ZnS0,.7H,0, 0,4 g/l;
MnCl,.4H,0, 0,5 g/l; CuS0O,.5H,0, 0,8 g/l; CoCl,.6H,0, 0,8 g/l; H3BO3, 0,2 g/l.

El pH de cada medio se mantuvo a aproximadamente 7,3 usando hidréxido amoénico. La temperatura se control6 a
aproximadamente 27,5°C. El medio de alimentacion, glicerol o dextrosa se esterilizaron por separado y se
conectaron asépticamente a un fermentador usando tubo de goma de silicona.

El suministro de medio de alimentacion se inicié cuando se redujo la cantidad del lote inicial en el cultivo. Un
electrodo de oxigeno polarografico seguia la presién de oxigeno disuelto en el fermentador. La velocidad de
alimentacion de carbono se controlé en un modo de cascada para mantener constante la presion de oxigeno disuelto
alrededor de 20%. La aireacion se mantuvo a 10 | ptn/min y la presion a una sobrepresién de 0,49 kg/cm2 de. Se usé
una velocidad de agitacién de 800 rpm desde el principio hasta el final del experimento de fermentacion. A una DOsg
de aproximadamente 40 unidades, se inyectaron 100 ml de IPTG 1 mM en el cultivo para inducir la expresiéon génica
recombinante.

El andlisis por HPLC de fase inversa de las muestras recogidas 24 horas después de la adicion de IPTG indicaban la
reduccion del nivel de gluconolactona en el producto. La ausencia de aducto de 6-PGL en el Procedimiento I, y su
presencia en el Procedimiento Il y Ill, indica que el uso de medio rico, y la fuente de carbono sin glicerol, eran
responsables de la eliminacion del aducto de 6-PGL. La Tabla 6 resume los resultados del andlisis.

Tabla 6. Andlisis del aducto de fosfogluconolactona en tres procedimientos de fermentacién para producir
unainterleuquina recombinante.

Procedimiento n° Aducto de fosfogluconolactona en interleuquina
humana (IL-18)
Procedimiento | Ausente
Procedimiento I Presente
Procedimiento 11l Presente
Ejemplo 6
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Este ejemplo muestra que la cepa K-12 de E. coli tiene actividad de pgl 100 veces mayor que la cepa B.

Se midi¢ la actividad de 6-fosfogluconolactonasa en extractos de dos cepas diferentes con BL12(DE3) como madre,
ECCO005 y ECO680, y otras dos cepas originadas de un genotipo de K-12, ECO706 y ATG3995.

Para cultivar las cepas, en matraces de agitacion de 2 litros que contenian 1 litro de medio PYE + glucosa al 1% y
kanamicina 50 pg/ml, se inocularon 0,4 ml de suspension celular de viales congelados. La incubacion fue a 30°C con
una agitacion de 220 rpm durante 6 6 7,5 horas. Se tomaron muestras en los puntos de tiempo indicados para medir
la densidad Optica a 550 nm, y se recogieron sedimentos para medir la actividad de pgl. A continuacion se presentan
detalles del ensayo in vitro para medir la actividad de pgl.

La actividad de pgl se ensayd por fluorometria, a 340 nm y 25°C, en extractos sin células. Los extractos sin células
se prepararon como se ha descrito previamente (Maitra and Lobo, Journal of Biological Chemistry 246: 475-488
(1971)); esencialmente con los mismos tampones de resuspension, HEPES 50 mM pH 7,3 que contenia EDTA 5 mM
y B-mercaptoetanol 5 mM, pero las células se rompieron por sonicacion (5 ciclos de 20 s).

La pgl se ensay6 usando un método previamente publicado (Sinha and Maitra Journal of General Microbiology, 1992;
138: 1865-1873) con algunas modificaciones. El ensayo consistia en una preincubacion de 1 ml de mezcla que
contenia glucosa-6-fosfato 50 uM, NADP+ 0,5 mM, y una unidad de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa en tampon de
MES 100 mM, pH 6,5, que contenia KCI 25 mM y MgCl, 10 mM. Una vez que la reaccién alcanzo la meseta, se
sigui6 por adicion de 2 unidades de 6-fosfogluconato-deshidrogenasa, que dio como resultado un lento aumento de
la absorbancia debido a la hidrélisis espontanea de la 6-PGL formada durante la etapa de preincubacién. Cuando se
afiaden los extractos sin células, cualquier aumento significativo de la fluorescencia se debe a la actividad de
fosfogluconolactonasa. Todas las actividades de pgl se calcularon en el intervalo lineal del aumento de absorbancia
después de la adicién de extracto sin células.

La actividad enzimatica se calcul6 restando la tasa de hidrolisis espontanea de la 6-PGL. Las actividades
enzimaticas se expresaron en mmoles de NADPH por minuto y por mg de proteina total. La proteina total se
determind por el ensayo de proteinas con acido bicinconinico (BCA) (Pierce, lllinois, EE.UU.).

En las cepas basadas parentalmente en el genotipo de K-12, se ha detectado aumento de actividad de 100 veces
mas que en las cepas B.

La Tabla 7 resume los resultados de los ensayos enzimaticos en las dos familias de cepas.

Tabla 7: Actividad de fosfogluconolactonasa medida en cepas K-12 y B de E. coli.

CEPAS "K" Cultivo Actividad Hidrdlisis esp.
Cepa Tiempo (h) (mmoles de NADH/ (mmoles/min/mg de
min/mg de proteina) proteina)
ATCC 10798 55 1,061 0,0011
6,5 2,899 0,0012
7,5 2,584 0,0012
K-12 que expresa una interleuquina 7,5 3,539 0,0011
humana (IL-18)
CEPAS "B" Cultivo Actividad Hidrolisis esp.
Cepa Tiempo (h) (mmoles de NADH/ (mmoles/min/mg de
min/mg de proteina) proteina)
ATCC 47092 55 0,028 0,0012
BL21(DE3) que expresa una 55 0,032 0,0012
interleuquina humana (IL-18)
6,5 0,019 0,0011
7,5 0,032 0,0012

Ejemplo 7

Este ejemplo muestra que la expresion de un polipéptido heterélogo, una quimioquina CXC (conocida también como
Gro-beta-T) en la cepa BL21 de E. coli da como resultado el aducto de 6-PGL, mientras que la expresion del mismo
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polipéptido en una cepa K-12 previene la gluconoilacion de las lisinas internas.

Se llevaron a cabo diez experimentos de fermentacion usando cuatro cepas diferentes de E. coli construidas para la
expresion recombinante de una quimioquina CXC. Este ejemplo demuestra el efecto de la familia del hospedante
frente al sistema promotor en la presencia de formacion de aducto de 6-PGL de la proteina recombinante usando
dos sistemas de expresion con cada familia celular del hospedante. La Tabla 8 describe las cepas que se usaron.

Tabla 8: Familia del hospedante y sistemas promotores usados para expresar una quimioquina CXC en E.
coli

Cepan® Familia del hospedante Sistema promotor
1 BL21 (DE3) polimerasa de T7
2 K-12(DE3) polimerasa de T7
3 BL21 (DE3) Lambda pL

4 K-12 Lambda pL

La fermentacion para producir la quimioquina CXC (Gro-beta-T) en E. coli se llevé a cabo en un modo discontinuo
alimentado en un fermentador de 15 litros. La fermentacion se inici6 como un procedimiento discontinuo. El indculo
se preparé por transferencia aséptica de 0,75 ml de un cultivo madre en glicerol a 100 ml de medio PYE a un matraz
con tampén de 500 ml. El cultivo se hizo crecer durante 7 horas a 32,0°C en un agitador rotatorio. Después el cultivo
del matraz agitado se mezcl6 con 1,0 litro de medio PYE y se transfiri6 a un fermentador que contenia 8,0 litros de
medio discontinuo. El medio de produccién constaba de sales y carbenicilina o sulfato de kanamicina dependiendo
del promotor. Las formulaciones de los medios para la expansion de la semilla se proporcionan en la Tabla 9, y la
formulacion del medio para la produccién de la quimioquina CXC en E. coli se proporciona en la Tabla 10.

Tabla 9: Formulacién del medio para la expansion de la semilla.

Componente Concentracion
Extracto de levadura 59/l

Peptona de fitona 10 g/l

Cloruro sédico 10 g/l

Dextrosa 10 g/l

Sulfato de kanamicina 50 mg/l

Tabla 10: Formulacién del medio para producir quimioquina CXC en E. coli

Componente Concentracién
Sulfato amoénico 59/
Fosfato potasico, dibasico 6 g/l
Fosfato potasico, monobésico 3g/l
Cloruro sédico 1,3 g/l
Dextrosa 18 g/l
Sulfato magnésico 4,8 g/l
Biotina 1 mgl/l
Metales en trazas* 10 mi/l
Sulfato de kanamicina 50 mg/l
0
Carbenicilina 25 mg/l
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*Solucion de metales en trazas: FeCl,.6H,0, 3,78 g/l; Na,M00,.H,0, 0,7 g/l; ZnS0O,.7H,0, 0,4
g/l, MnCI2.4H20, 0,5 g/l, CUSO4.5H20, 0,8 g/l, COC|2.6H20, 0,8 g/l, H3803, 0,2 g/l

El pH de cada medio se mantuvo aproximadamente a 7,0 usando hidroxido aménico. La temperatura se control6 a
aproximadamente 32,0°C y se aumento a aproximadamente 37,5°C en la induccion. El medio de alimentacion y la
dextrosa se esterilizaron por separado y se conectaron asépticamente a un fermentador usando un tubo de goma de
silicona.

El suministro de medio de alimentaciéon se inici6 cuando se redujo la cantidad del lote inicial en el cultivo. Un
electrodo de oxigeno polarografico seguia la presién de oxigeno disuelto en el fermentador. La velocidad de
alimentacion de carbono se controlé en un modo de cascada para mantener constante la presion de oxigeno disuelto
alrededor de 25%. La aireacién se mantuvo a 10 | ptn/min y la presion a una sobrepresion de aproximadamente 0,49
kg/cmz. Se us6 una velocidad de agitacion de aproximadamente 400 rpm al principio y se aumenté segun fuera
necesario para mantener una presion de oxigeno disuelto de aproximadamente 25%. A una DOssy de
aproximadamente 14 unidades, se inyectaron 100 ml de IPTG 1,0 mM en el cultivo, o la temperatura se aumento a
37,5°C para inducir la expresion génica recombinante.

Ninguno de los experimentos de fermentacién usando una familia de hospedante K-12 tenia formacion de aducto de
6-PGL detectable en el polipéptido expresado de modo recombinante, mientras que los experimentos usando la cepa
B junto con el promotor de T7 presentaban todos la presencia de formacion de aducto de 6-PGL detectable en el
polipéptido expresado de modo recombinante. Los tres experimentos usando la cepa B y el promotor de pL no tenian
formacion de aducto detectable. Estos datos demuestran que la expresién de una proteina recombinante en una
cepa de hospedante que tiene actividad de pgl, por ejemplo, K-12, puede prevenir la formaciéon de aducto de 6-PGL
en proteinas recombinantes que son susceptibles a esta modificacién, véase el Ejemplo 3. En la Tabla 11 se
presenta la presencia de formacion de aducto de 6-PGL en la quimioquina CXC expresada en las cepas B y K-12 de
E. coli para cada fermentacion.

Tabla 11: Presencia de aducto de 6-PGL en quimioquina CXC expresada por el promotor de T7 o pL en cepas
B y K12 de E. coli.

Genotipo de | Promotor Experimento n° Aducto de gluconolactona 5 h después de
la cepa induccion [% de pico del producto]
B T7 1 21,7
2 5,8
3 4,2
Media 10,6
K-12 T7 1 0
2 0
Media 0
B pL 1 0
2 0
3 0
Media 0
K-12 pL 1 0
2 0
Media 0
Ejemplo 8

Este ejemplo muestra que la expresion de un polipéptido heterélogo, interleuquina humana (IL-18), en la cepa BL21
de E. coli da como resultado la formacion de aducto de 6-PGL, mientras que la expresién del mismo polipéptido en
una cepa K-12 prevendra la 6-fosfogluconoilacion de las lisinas internas.

Se construyeron cepas BL21(DE3) y K-12 de E. coli para expresar una interleuquina humana (IL-18). Los cultivos se
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hicieron crecer en medio minimo como se describe en el Ejemplo. El seguimiento de la modificacion del producto con
6-PGL se llevé a cabo en diferentes puntos de tiempo a lo largo del cultivo, usando métodos descritos en el Ejemplo.

Los resultados se expresan como proporciones de las areas de los picos del producto sin modificar a producto
modificado. Los nimeros mayores indican una menor proporcion de producto gluconoilado. Es evidente que el grado
de gluconoilacién en la cepa BL21 (DE3) es significativamente mayor que en la cepa K-12. La fosfogluconoilacion de
una interleuquina humana (IL-18) expresada en las cepas B y K-12 de E. coli se resume en la Tabla 12.

Tabla 12: Fosfogluconoilacion de unainterleuquina humana expresada en las cepas B y K-12 de E. coli.

Cepade E. coli Tiempo después de Proporcion de areas de producto no modificado a
induccion (h) producto modificado
K-12 16 58,4
18 445
20 N/d
22 29,3
24 30,0
BL21 (DE3) 22 8,3
24 7,7
N/d = producto modificado no detectable

Ejemplo 9

Este ejemplo ilustra que la sobreexpresién de pgl heteréloga en células hospedantes de E. coli conduce a una mayor
conversion metabolica de la 6-PGL en su producto 6-fosfogluconato, reduciendo asi el depésito de 6-PGL disponible
para la formacion de aducto. Se cloné un gen de pgl de P. aeruginosa y se introdujo por ingenieria en un sistema de
vector de expresion inducible basado en pldsmido que es compatible con pldsmidos basados en el origen de
replicacion colE1l, de modo que se pueden mantener dos plasmidos diferentes en la misma célula hospedante. El
nivel de expresion inducible de pgl de P. aeruginosa se puede regular a voluntad, de una forma independiente de las
rutas metabodlicas endégenas de E. coli e independiente de la expresion inducible de la proteina recombinante de
interés. De acuerdo con esto, la expresion de pgl recombinante se puede regular de modo que se disminuya el
depdsito de 6-PGL por debajo del nivel requerido para la formaciéon de aducto, pero no en un grado en el que los
recursos de la célula hospedante estén sustancialmente afectados. Por lo tanto, el nivel de la proteina recombinante
deseada se puede regular por separado para dar niveles de expresion muy altos.

Clonacién de pgl de P. aeruginosa

Se cloné la pgl de P. aeruginosa como sigue. Se obtuvo P. aeruginosa del American Type Culture Collection
(American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville MD 20852-1776): Pseudomonas aeruginosa, cepa
ATCC 27853. Los cebadores para la amplificacion por PCR 5' y 3' se designaron y sintetizaron para dirigir la
amplificacién por PCR del gen de pgl entero, incluyendo la region justo corriente arriba del codén de iniciacion
ATG. Las secuencias de los cebadores para la amplificacion homosentido y antisentido son:

5 GGCCTCGAGCTCGGTGGCCCTGGTGGCCC 3 (SEQ ID NO:4)

5 GCCCTCGAGTCCGCCACTCAGGGGTACCAAT 3 (SEQID NO:5)

respectivamente. Las secuencias en negrita indican sitios Xhol introducidos en el gen para permitir las posteriores
etapas de clonacion.

Adicionalmente, se encontré que el gen de P. aeruginosa era muy rico en GC y no se amplificaria por PCR en las
condiciones normales de amplificacion. Se encontrd que la amplificacion por PCR requiere el uso de condiciones de
amplificacion por PCR que estan optimizadas para moldes ricos en GC, especificamente Advantage-GC cDNA
Polymerase Mix (cat. 8419-1; BD Biosciences Clontech: Palo Alto, CA; EE.UU.). La correspondiente secuencia de
DNA de pgl (SEQ ID NO:7) que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:8 se amplificé por PCR a partir de células
completas de P. aeruginosa después de 25 ciclos a 94°C durante 30 segundos, seguido de 68°C durante 1,5
minutos. Después la amplificacion se completé por una sola incubacién a 68°C durante 3 minutos. El producto de la
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PCR se aislo por electroforesis en gel de agarosa y cromatografia en columna en un kit de extraccion en gel
QIAquick (cat. 28704, Qiagen: Valencia, CA; EE.UU.). El DNA de pgl purificado en gel y amplificado, se eluyd en
agua y se clon6 inmediatamente en el vector de clonacion pCR2.1 usando un kit TOPO TA Cloning® (cat. K4550-40,
Invitrogen: Carlsbad, CA; EE.UU.) y se transform6 en E. coli quimicamente competente One Shot® TOP10 (cat.
C4040-06, Invitrogen: Carlsbad, CA; EE.UU.). En las colonias amp' resultantes se seleccionaron los insertos por
digestion con EcoRl y se llevo a cabo electroforesis de los productos. Los insertos con secuencia verificada se
liberaron del vector de clonacion por digestion con Xhol y se purificaron usando el kit de extraccién en gel QIAquick.
El DNA del vector de expresion pECO-1 (BioCat 73552, GlaxoSmithKline: King of Prussia, PA; EE.UU.) se cort6 con
Sall y se traté con fosfatasa alcalina de intestino de ternero (CIP) (cat M0290S, New England Biolabs: Beverly, MA,
EE.UU.), y después se purifico usando el kit de extraccion en gel QlAquick. Los insertos digeridos con Xhol y el
pECO-1 tratado con Sall, se ligaron usando DNA-ligasa de T4 esencialmente como describia el fabricante (cat.
M0202S; New England Biolabs: Beverly, MA; EE.UU.). Dos microlitros (2 pl) de la reaccion de ligazén se
transformaron en células de E. coli quimicamente competentes One Shot® TOP10 como describia el fabricante (cat.
C4040-06; Invitrogen: Carlsbad, CA; EE.UU.). Las colonias se cribaron segun la presencia de insertos de pgl en la
orientacion correcta por PCR. Se seleccion6 el clon pECO-1pglcl2-13 para estudio posterior como se expone a
continuacion.

La construccion resultante se basa en la cadena principal del plasmido pACYC184, y comprende los siguientes
elementos funcionales genéticos: (1) p15A ori, que permite el mantenimiento del episoma plasmidico en la misma
célula hospedante que los plasmidos heterélogos con el elemento ori de tipo colE1; (2) marcador seleccionable de
cloranfenicol’; (3) un promotor inducible de tetraciclina corriente arriba de un sitio de clonacién mdltiple; (4) gen de la
pgl de P. aeruginosa de longitud completa.

La construccién final, pECO-1pglcl2-13, se transformé como se ha descrito antes en células BL21 (DE3) que
expresan una interleuquina humana, para el estudio posterior. La secuencia de DNA de pECO-1pgicl2-13 se
presenta como el SEQ ID NO:9 y el mapa de restriccion de pECO-1pglcl2-13 se presenta en la Figura 1.

Los cultivos se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo 3. El analisis del aducto de 6-PGL se llevé a cabo
como se describe en el Ejemplo 4. La actividad de fosfogluconolactonasa se midié como se describe en el Ejemplo 6.
Entre las cepas adicionales que expresan la interleuquina humana (IL-18) examinadas en el estudio, se incluye BL21
(DE3) sin pECO-1pglcl2-13 y K-12. Las cepas con el plasmido de pgl se examinaron con y sin adicion de
anhidrotetraciclina 20 ng/ml. Se expone un resumen de la presencia o ausencia de formacion del aducto de 6-PGL
en células que expresan pgl en la Tabla 13 mostrada a continuacion.

Tabla 13: Impacto de la expresion de pgl en la fosfogluconoilacidon de una interleuquina humana

Cepa Actividad maxima de pgl Formacién de aducto de 6-PGL

) en lainterleuquina humana (IL-
Ul/min/g de PCS 18)

BL21 (DE3) 0,002 Presente

BL21 (DE3) pECO-1pglcl2-13, sin 0,56 + 0,13 Ausente

tet

BL21 (DE3) pECO-1pglcl2-13, tet 0,64 +0,11 Ausente

inducido

K-12 0,96 +0,14 Ausente

PCS = peso de célula seca

Este ejemplo ha demostrado que la coexpresién de fosfogluconolactonasa de Pseudomonas con la interleuquina
humana (IL-18) previene satisfactoriamente la formacion del aducto de 6-PGL en la cepa B de E. coli.

Ejemplo 10

La interleuquina-18 humana (IL-18) es una citoquina inmunomoduladora que se esté desarrollando como un agente
anticancerigeno para tratar carcinomas de células renales y melanomas malignos. Se presentan descripciones de la
IL-18 humana y murina en las siguientes patentes de EE.UU.: Patente de EE.UU. n°® 6.582.689, Patente de EE.UU.
n® 5.914.253, Patente de EE.UU. n° 5.879.942, Patente de EE.UU. n°® 5.912.324, Patente de EE.UU. n° 5.914.253,
Patente de EE.UU. n°® 6.060.283, Patente de EE.UU. n° 6.087.116, y Patente de EE.UU. n° 6.214.584. Se cree que la
IL-18 estimula el sistema inmunitario, promueve la muerte de células tumorales inducida por Fas y la inmunidad
mediada por célula. La secuencia polipeptidica de la IL-18 (SEQ ID NO:10) se puede producir en BL21 (DE3) de E.
coli. Se puede expresar a partir de la secuencia polinuclettida para pro-IL-18 (SEQ ID NO:11), que después es
procesada a IL-18 madura por una enzima de procesamiento, Caspasa 5, coexpresada en la misma célula.
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Se clond la 6-fosfonoglucolactonasa de bacterias Gram-negativas, Pseudomonas aeruginosa, en una cepa BL21
(DE3). La produccion de IL-18 en esta cepa produce IL-18 sin formacion de aducto detectable que da como resultado
un aumento directo del rendimiento del producto deseado. Ademas, la correccion de la deficiencia de pgl también ha
dado como resultado un aumento >10% de la productividad especifica. Por lo tanto, el efecto combinado de la
calidad del producto y las mejoras de la productividad especifica mediante el uso de esta cepa de produccion
modificada se ha traducido en un aumento >25% del rendimiento de la concentracion en la etapa de fermentacion.
Se espera que la eliminacion de la formacion de aducto tendra un impacto positivo directo en el procedimiento de
purificacion y aumentara mas el rendimiento global del procedimiento.

Ejemplo 11

La gluconoilacién de la IL-18 se siguié por analisis por HPLC de la IL-18 producida en células BL21 (DE3) con y sin
coexpresion de pgl. La formacién de aducto se detectdé como un hombro del pico que eluia aproximadamente dos
minutos después de la IL-18 purificada. Cuando se expreso la IL-18 en y se purificé de la cepa BL21DE3 de E. coli
(pgl negativo), el area del pico principal (es decir, el area del pico de la IL-18 que no tenia formacién de aducto
gluconoilo detectable) para la IL-18 era aproximadamente 56%. Mientras que la expresion y purificacion de IL-18 en
células BL21 (DE3) (pg! positivo) produjo un area del pico principal de aproximadamente 88%, y no mostré formacion
de aducto basandose en el ensayo por HPLC de alta resolucion.

Ejemplo 12

Se crearon dos vectores que comprendian polinucleétidos que codifican pro-11-18 (SEQ ID NO:11), y Caspasa 5
(SEQ ID NO:12). Ambos eran vectores pET en los que se indujo la produccion de polipéptido usando un promotor de
T7. Un vector también comprendia un polinucleétido que codifica pgl de P. aeruginosa (SEQ ID NO:7) que se indujo
con el mismo promotor que para pro-IL-18. La secuencia entera del vector pET que comprende pro-IL-18 y Caspasa
5 se presenta en el SEQ ID NO:13. Se presenta un mapa de restriccion de este vector en la Figura 2. La secuencia
entera del vector pET que comprende pro-IL-18, Caspasa 5 y pgl se presenta en el SEQ ID NO:14. Se presenta un
mapa de restriccion de este vector en 3. Cuando se expresé la IL-18 en células BL21 (DE3) de E. coli usando estos
vectores, la cantidad de IL-18 recuperable mejor6 mucho cuando el polipéptido se coexpres6 con pgl, comparado
con la expresion de IL-18 sin pgl. La cantidad de IL-18 recuperable obtenida de cada vector de expresion en células
BL21 (DE3) de E. coli se presenta en la Tabla 14.

Tabla 14: Concentraciéon maxima de IL-18 producida en cepa "B" de E. coli con y sin coexpresién de pgl

Cepa* gen pgl Concentracién maxima (g/l)
RBB057 No 4,32 (+/- 0,4)
RBB059 Si 6,78 (+/-0,1)
*Ambas cepas son cepa B de E. coli
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> METODOS PARA PREVENIR LA GLUCONOILACION DE PROTEINAS

<130> PU60116

<140> Pendiente de asignar
<141> 04-03-2004

<150> 60/451,686
<151> 2003-03-04

<160> 14

<170> FastSEQ para version de Windows 4.0

<210>1
<211> 24
<212> DNA

<213> ESCHERIACHIA COLI

<400> 1

agctggccat tgctcaggtc gaag

<210> 2
<211>25
<212> DNA

<213> ESCHERICHIA COLI

<400> 2

gtactgtccg gaatacacga cgatg

<210> 3
<211> 413
<212> DNA

<213> ESCHERICHIA COLI

<400> 3
agctggeccat

acaccatgac
ataacatcac
cgaccgacga
tcgatccgaa
ccegtecgtgg
cctataaggg

tgctcaggtce
cggtgaagcc
gcagtccggce
tatcgaagecc
aggctgggcyg
ctctaattcc

gatgtatggc

<210> 4
<211>8
<212> PRT
<213> HOMO SAPIENS
<400> 4
Asn Ile Gln Ser Val
1 5

<210>5
<211> 29

gaagagatgc
ttegatcecgg
ggcacggagt
tacgcgctga
ctgttecgtt
gagctggaga
gatgtggcca

Lys Val Lys

aggcagtttc
ttgaggtgga
ggagcaagcyg
acgccagcgyg
ccttcaaagc
cagcggtgaa
tcgtegtgta

20

tgccgtgett
tatgggccgce
tgacaagtcce
tgtggtgaat
cgtcaaggag
agacctgggc
ttccggacag

aagggcaaat
agtgaggaga
acgtatgacc
atcatcgtgt
aagctggata
aaagcggtgt
tac

60

120
180
240
300
360
413
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<212> DNA
<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 5
ggcctecgage tcggtggecc tggtggecc

<210> 6

<211>31

<212> DNA

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 6
gccctegagt cegecactca ggggtaccaa t

<210>7

<211> 732

<212> DNA

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 7

atgggaggag
gtctggggca

cgeteggcege.

gtggccttce
ctggccgacg
cgecacctge
gcgagectgg
atcgacgtgce
agccetggcce
gcgcecgageyg
gitgcagctgce
gtcgaggacg
tggtacccct

ttggtatggc
gcgccgecga
tggccgageca
tcgaagectt
agcactgggt
tecegtggega
aggaagcggc
tggtcectegg
tggacctggce
tgcecgcacca
tggcgatcca
aacggcggat
ga

<210> 8

<211> 243

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 8

gatttctgag
gcaggccege
gggccaggceg
gagcgaggag
gccggagteg
ggcggcgaag
cgagctggec
catgggecgac
gatggatcce
gcgcctgacce
gggccagtcce
gcecgagttege

ttgaagctgce
ggcctggecg
ctgctggtgg
ccgctggact
catgccgata
gcgcgcttea
gaccatcacc
gacggccata
caggggacgc
ctgecegegeyg
aagctggcca

gccttcctece

21

cggcecggcegt
ccgaggtcge
tgtceggtgg
ggtcgcggat
gcaacgccgdg
tcggectcecta
tgcacgagcet
ccgecteget
gcecgttgect
ccgtgctgge
ccctgaacgc

gcgcgcecget

cggcctgecag
cggceggttg
gcgcagtecg
caccgtcagc
cctggttcge
ccagccggcy
gccattgccy
gtteccgaac
gcegatgtgg
ggcggcgaag
cgcgetggey
gacgatccat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
732



Met Gly

Val Gly

Ala Ala

Gln Ala
50

Glu Ala

65

Leu Ala

Gly Leu

Phe Ile

Leu Ala

130
Val Leu
145

Ser Pro

Leu Pro

Arg Ala

Gln Ser
210
Arg Arg
225
Trp Tyr

<210>9
<211> 3416
<212> DNA

Gly

Leu

Glu

35

Leu

Leu

Asp

Val

Gly

115
Asp

Gly

Gly

Met

Val

195

Lys

Met

Pro

Val

Gln

20

Val

Leu

Ser

Glu

Arg

100

Leu

His

Met

Leu

Trp

180

Leu

Leu

Pro

Gly

val

Ala

val

Glu

Axg

85

Arg

Tyr

His
Gly
Asp
165
Ala
Ala

Ala

Val

<213> Secuencia artificial
<223> Comprende expresion de PECO-1 y Pseudomonas aeruginosa

<400> 9

Met

Trp

Gly

Val

Ala

Gly

Ser

~ 55

Glu
70
Trp

His

Gln

Leu

Asp

150

Leu

Pro

Ala

Thr

Arg
230

Pro

val

Leu

Pro

His

135

Asp

Ala

Ser

Ala

Leu

215
Ala

ES 2369359 T3

Ile Ser Glu Leu
10
Ser Ala Ala Glu
25
Leu Arg Ser Ala
40
Gly Gly Arg Ser
Leu Asp Trp Ser
75
Pro Glu Ser His
90
Leu Arg Gly Glu
105
Ala Ala Ser Leu

120

Glu Leu Pro Leu

Gly His Thr Ala
155

Met Asp Pro Gln

170
Val Pro His Gln
185

Lys Val Gln Leu

200

Asn Ala Ala Leu

Phe Leu Arg Ala
235

22

Lys Leu

Gln Ala

Leu Ala
45
Pro Val
60 -
Arg Ile

Pro

Arg

30

Glu

Ala

Thr

Ala Asp Ser

Ala Ala

Glu Glu

125
Pro Ile
140
Ser Leu

Gly Thr

Arg Leu

Leu Ala

205
Ala Val
220

Pro Leu

Lys
110
Ala

Asp Val

Phe

Arg

Thxr
190

Ile Gln

Glu

Thr

Arg

Asp

Ala
15

Gly
Gln
Phe
Val
Asn
85

Ala

Ala

Gly

Leu

Gly

Leu

Ser

80

Ala

Arg

Glu

Leu

Pro Asn
160

175

Leu

Ile

Cys

Pre

Gly

Glu

His

240



gaattccgga
gtgcttattt
ataggtacat
tatatcaacg
aaatctcgat
ggaacctctt
ggtatcaaca
ttattcggeg
gtttttgagg

acggggtggt’

ggcttactat
aaggctgcac
actgactcge
ggagatttcce
agcecgttttt

tgagcattca
ttctttacgg
tgagcaactg
gtggtatatc
aactcaaaaa
acgtgccgat
gggacaccag
caaagEgcgt
tgctccagtg
gcgtaacggc
gttggcactg
cggtgcgtca
tacgctcggt
tggaagatgc
ccataggetce
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tcaggcgggc
tctttaaaaa

actgaaatgc
cagtgatttt
atacgcccgyg
caacgtctca
gatttattta
cgggtgatgc
gcttetgttt
aaaagcaccg
atgagggtgt
gcagaatatg
cgttcgactg
caggaagata

cgceccecectg

aagaatgtga
ggccgtaata
ctcaaaatgt
tttctcecatt
tagtgatctt
ttttcgccaa
ttctgcgaag
tgccaactta
ctatcagctg
ccggacatca
cagtgaagtg
tgatacagga
cggcgagcgg
cttaacaggg

acaagcatca

23

ataaaggccg
tccagctgaa
tctttacgat
ttagcttecct
atttcattat
aagttggccc
tgatcttceyg
ctgatttagt
tccctectgt
gcgctagegg
cttcatgtgg
tatattcecge
aaatggctta
aagtgagagg
cgaaatctga

gataaaactt
cggtectggtt
gccattggga
tagctcetga
ggtgaaagtt
agggcttcce
tcacaggtat
gtatgatggt
tcagctactg
agtgtatact
caggagaaaa
ttcctegete
cgaacggggc
gccgcggcaa
cgctcaaatc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900



agtggtggcg
tegtgegete
gtttgtcteca
tgtatgcacg
gagtccaacc
agaggagtta
tgactgcgcect
cgaaaaaccyg
aaaacgatct
atttatctct
atgtttgaca
aacgéagtca
cctggtggcec
gcgtcggecet
tcgeecggeeyg
gtgggcgcag
ggatcaccgt
ccggectggt
tctaccagece
agctgeccatt
cgectgttece
gcctgecgat
tggcggcgge
acgccgegcet
cgctgacgat
ctcatttctt
gcgcggggca
ggacaggtge
ccgaaacaag
ccctgtggaa
aggcagaata
ggcctcagge
accagcaata
atttgcttte
ggcgtttaag
cagtactgtt
tgaacctgaa
gtgaaaacgg
ctcacccagg

gccaggtttt

aaacccgaca
tccectgttect
ttccacgect
aaccccceccegt
cggaaagaca
gtcttgaagt
cctccaagcec
ccctgcaagg
caagaagatc
tcaaatgtag
gcttatcatce
ggcaccgtgt
cgcgatggga
gcaggtctgg
gttgcgcteg
tceggtggec
cagcctggcec
tcgececgecac
ggcggecgage
gcecgatcgac
gaacagccct
gtgggcgccg
gaaggtgcag
ggcggtcgag
ccattggtac
attctgagtt
tgactatcgt
cggcagcgcc
cgcectgecac
cacctacatc
aatgatcata
atttgagaag
gacataagcg
gaatttctgce
ggcaccaata
gtaattcatt
tcgeccagegyg
gggcgaagaa
gattggctga

caccgtaaca
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ggactataaa
gccttteggt
gacactcagt
tcagtccgac
tgcaaaagca
catgcgeccgg
agttacctcyg
cggttttttc
atcttattaa
cacctgaagt
gataagcettt
catatggatc
ggagttggta
ggcagcgcecg
gcgctggecg
ttcctecgaag
gacgagcgct
ctgctcegtg
ctggaggaag
gtgctggtcc
ggcctggace
agcgtgeccgce
ctgctggcga
gacgaacggc
ccctgagtgg
acaacagtcc
cgeccgcactt
caacagtcce
cattatgttc
tgtattaacg
tcgtcaatta
cacacggtca
gctatttaac
cattcatccg
actgccttaa
aagcattctg
catcagcacc
gttgtccata
gacgaaaaac

cgccacatct

gataccaggc
ttaccggtgt
tccgggtagg
cgctgegect
ccactggcag
ttaaggctaa
gttcaaagag
gttttcagag
tcagataaaa
cagccccata
aatgcggtag
ccgggtaccg
tggcgattte
ccgagcaggce
agcagggcca
ccttgagcga
gggtgccgga
gcgaggegge
cggccgagcet
tcggcatggg
tggcgatgga
accagcgcect
tccagggcca
ggatgccggt
cggactcgac
gcaccgcetgt
atgactgtct
ccggccacgg
cggatctgca
aagcgctaac
ttacctcecac
cactgcttcc
gacéctgccc
cttattatca
aaaaattacg
ccgacatgga
ttgtcgectt
ttggccacgt
atattctcaa

tgcgaatata

gtttccececet
cattccgcectg
cagttcgcectc
tatccggtaa
cagccactgyg
actgaaagga
ttggtagctc
caagagatta
tatttctaga
cgatataagt
tttatcacag
tcgagctcga
tgagttgaag
ccgeggectyg
ggcgctgetg
ggagccgetg
gtcgcatgece
gaaggcgcgc
ggccgaccat
cgacgacgge
tcececcagggyg
gaccctgecg
gtccaagctg
tcgecgecette
tagtcaacgc
ccggtagetce
tctttatcat
ggcectgeccac
tcgcaggatg
cgtttttétc
ggggagagcc
ggtagtcaat
tgaaccgacg
cttattcagg
ccececgeectg
agccatcaca
gcgtataata
ttaaatcaaa
taaacccttt

tgtgtagaaa

ggcggcectccc
ttatggcege
caagctggac
ctatcgtctt
taattgattt
caagttttgg
agagaacctt
cgcgcagacc
tttcagtgca
tgtaattctc
ttaaattgcet
gctcggtgge
ctgccecggeceg
gccgccgagyg
gtggtgteccg
gactggtecgce
gatagcaacg
ttcatcggcece
cacctgcacg
cataccgect
acgcgeccgtt
cgcgcecegtge
gccaccctga
ctccgegege
catgagcggce
cttcecggtgg
gcaactcgta
catacccacg
ctgctggcecta
aggctctggg
tgagcaaact
aaaccggtaa
accgggtcga
cgtagcacca
ccactcatcg
gacggcatga
tttgceccatyg
actggtgaaa
agggaaatag
ctgccggaaa

960

1020
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
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

tcgtcgtggt attcactcca gagcgatgaa aacgtttcag tttgctcatg gaaaacggtg 3360

taacaagggt gaacactatc ccatatcacc agctcaccgt ctttcattge catacg

24

3416



10

15
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<210> 10
<211> 157
<212> PRT
<213> HOMO SAPIENS
<400> 10
Tyr Phe Gly Lys Leu Glu Ser Lys Leu Ser Val Ile Arg Asn Leu Asn
1 5 10 15
Asp Gln Val Leu Phe Ile Asp Gln Gly Asn Arg Pro Leu Phe Glu Asp
20 25 30
Met Thr Asp Ser Asp Cys Arg Asp Asn Ala Pro Arg Thr Ile Phe Ile
35 40 45
Ile Ser Met Tyr Lys Asp Ser Gln Pro Arg Gly Met Ala Val Thr Ile
50 55 60
Ser Val Lys Cys Glu Lys Ile Ser Thr Leu Ser Cys Glu Asn Lys Ile
65 70 75 80
Ile Ser Phe Lys Glu Met Asn Pro Pro Asp Asn Ile Lys Asp Thr Lys
85 90 95
Ser Asp Ile Ile Phe Phe Gln Arg Ser Val Pro Gly His Asp Asn Lys
100 105 110
Met Gln Phe Glu Ser Ser Ser Tyr Glu Gly Tyr Phe Leu Ala Cys Glu
115 120 125
Liys Glu Arg Asp Leu Phe Lys Leu Ile Leu Lys Lys Glu Asp Glu Leu
130 135 140
Gly Asp Arg Ser Ile Met Phe Thr Val Gln Asn Glu Asp
145 150 155
<210> 11
<211> 582
<212> DNA
<213> HOMO SAPIENS
<400> 11
atggctgctg aaccagtaga agacaattgc atcaactttg tggcaatgaa atttattgac
aatacgcttt actttatage tgaagatgat gaaaacctgg aatcagatta ctttggcaag
cttgagagca aactatcggt cattcgtaat ttaaatgacc aggtcctatt tatcgaccaa
gggaatcgte cactattcga ggacatgaca gacagtgact gecgagacaa tgcgcecgcga
accattttca ttatatctat gtacaaggat tctcagecge geggaatgge cgtaactatt
tctgtcaaat gtgaaaagat atccacgctg tcgtgtgaga acaagattat tagtttcaaa
gagatgaatc cgccggataa tatcaaggac acgaagtctg atatcatatt tttccagegce
agegtgccgy ggcacgataa caagatgcaa tttgaatcat ccagctatga agggtacttt
cttgcatgeg agaaggaacyg cgatctcttt aaacttattt taaagaaaga ggacgagcta
ggcgatcgeca gcattatgtt cactgtccaa aatgaagact ag
<210> 12
<211> 849
<212> DNA

<213> HOMO SAPIENS

25

60
120
180

240
300
360
420
480
540
582



<400> 12

atgggccatce
agactgtgta
cgecetggete
cactatgaca
gaaaagaatc
gagcacaagt
atctgcecggaa
cagatattca
caggcctgca
acagtcatct
gaggagaagyg
cgcacaaggg
tgctgceccacce
aaagcccaga

ggcaattga

atcatcatca
aaaaaaatca
tcatcatatg
tcgtggggat
tcacagccag
cctetgacag
ctgcgcataa
acaaccgcaa
gaggtgaaaa
cttcacagtc
acttcattgc
gctccatcett
taatggaaat

tgcecaccat
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tcatggcata
tgatgagatc
caatacaaag
gaaaaggctg
ggatatggag
cacgttcttg
aaagaaaaaa
ctgcctcagt
acatggggaa
atctgagaac
tttctgttct
cattacggaa
atttcggaag

agaacgagca

ctcaaacttt
tatccaataa
tttgatcacc
cttcaaggcc
tcagtgectga
gtactecatgt
ccggatgtac
ctaaaggaca
ctctgggtca
ctggaggcag
tcaacaccac
ctcatcacat
gtacagaaat

accttgacaa

gtcctegtga
aaaagagaga
tgcctgcaag
tgggctacac
gggcatttgc
cteatggecat
tgctttatga
aacccaaggt
gagactctcc
attctgtttg
ataacgtgtc
gcttccagaa
catttgaagt
gagatttcta

agaattcctg
ggaccgcaga
gaatggggct
togtggttgac
tgccagacca
cctagaggga
caccatctte
catcattgte
agcatccttg
caagatccac
ctggagagac
atattcttgce
tccacaggcet
cctctttcet

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
849

<210> 13

<211> 6687

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<223> Comprende vector pET Vector y Homo Sapien

<400> 13

tggcgaatgg gacgcgccct gtagceggcge attaagecgeg gegggtgtgg tggttacgeg 60
cagcgtgace gectacacttg ccagcgecct agegeccget cctttegett tettecette 120

ctttcktecgeec acgttcgeeg getttececg tcaagetcta aatcggggge tcecctttagg 180

26



gttcecgattt
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt
tcggggaaat
tcegetcatg
tcatatcagg
actcaccgag
gtccaacate
aatcaccatg
agacttgtte
cagttattcat
aattacaaac
tttcacctga
tagtgagtaa
taaattccgt
ctttgccatg
tcgecacctga
tgttggaatt
cccttgtatt
cgtgagtttt
gatccttittt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtegyg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgatttt
geectttttac
tccectgatt
agccgaacga
tattttctcc
caatctgctc
gatcatggct
gcteocecggea

gttttcaccyg

agtgctttac
ccatcgecct
ggactcttgt
taagggattt
aacgcgaatt
gtgcgcggaa
aattaattct
attatcaata
gcagttccat
aatacaacct
agtgacgact
aacaggccag
tcgtgattge
aggaatcgaa
atcaggatat
ccatgcatca
cagccagttt
tttcagaaac
ttgcccgaca
taatcgcggc
actgtttatg
cgttccactg
ttctgcgegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgcctac
agtcgtgtct
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttecctgge
ctgtggataa
ccgagcegeay
ttacgcatct
tgatgccgca
gcgecccgac
teegettaca

tcatcaccga

ES 2369359 T3

ggcacctcga
gatagacggt
teccaaactgg
tgcecgattte
ttaacaaaat
cccctatttg
tagaaaaact
ccatattttt
aggatggcaa
attaatttcc
gaatccggtg
ccattacgct
gcctgagecga
tgcaaccggce
tcttctaata
tcaggagtac
agtctgacca
aactctggcg
ttatcgcgag
ctagagcaag
taagcagaca
agcgtcagac
aatctgctge
agagctacca
tgtccttcecta
atacctegcet
taccgggttg
gggttcgtge
gcgtgagcta
aagcggcagyg
tctttatagt
gtcagggggg
cttttactgg
ccgtattacc
cgagtcagtyg
gtgecggtatt
tagttaagcc
acccgccaac
gacaagctgt
aacgcgcgag

ccccaaaaaa
ttttcgeect
aacaacactc
ggcctattgg
attaacgttt
tttattttte
catcgagcat
gaaaaagccyg
gatcctggta
cctegtcaaa
agaatggcaa
cgtcatcaaa
gacgaaatac
gcaggaacac
cctggaatgc
ggataaaatg
tctecatctgt
catcgagectt
cccatttata
acgtttcccg
gttttattgt
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtagccgt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtecggaacayg
cctgtecgggt
cggagcctat
ccttttgetce
gectttgagt
agcgaggaag
tcacaccgca
agtatacact
acccgctgac
gaccgtcectcee
gcagectgegy

27

cttgattagg
ttgacgttgg
aaccctatct
ttaaaaaatyg
acaatttcag
taaatacatt
caaatgaaac
tttetgtaat
teggtetgeg
aataaggtta
aagtttatgce
atcactcgcea
gcgatcgetg
tgccagcgca
tgttttcecg
cttgatggtc
aacatcattg
cccatacaat
cccatataaa
ttgaatatgg
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gettggageg
ccacgettec
gagagegcac
ttcgceccacct
ggaaaaacgc
acatgttcett
gagctgatac
cggaagageyg
tatatggtge
ccgctatcge
gcgecctgac
gggagctgca
taaagctcat

gtgatggtte
agtccacgtt
cggbtctatte
agctgattta
gtggcacttt
caaatatgta
tgcaatttat
gaaggagaaa
attccgacte
tcaagtgaga
atttetttce
tcaaccaaac
ttaaaaggac
tcaacaatat
gggatcgcag
ggaagaggca
gcaacgctac
cgatagattg
tcagcatcca
ctcataacac
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagceg
tggcttcagce
ccacttcaag
ggctgcitgcece
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagcett
ctgacttgag
cagcaacgcg
tcctgegtta
cgctcocgecge
cctgatgegg
actctcagta
tacgtgactyg
gggcttgtet
tgtgtcagag
cagcgtggtc

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
ipz20
1080
1140
1200
1260
i320
i3eo
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580



gtgaagcgat
aagcgttaat
ggtcactgat
acgagagagg
ttgtgagggt
tcaatgccag
tgegatgeag
cgaaacacgyg
gcagtcgett
ccgccagect
catgccggeyg
ggcttgagcg
gctccagega
gagttgcatyg
ccggaaggag
atgagtgagc
cctgtegtgce
tgggcgcecag
ccgcctggec
aatcctgttt
atcccactac

cgcceagege

gcatttgcat

tcggctgaat
agacagaact
gctecacgece
ggtcagagac
catcctggte
tgtgcaccgce
tggcacccag
gggccagact
ccacgeggtt
tcgecagaaac
catactctgc
cttccgggeg
tctecgacget
ccgttgagca
ccggccacgg
cgagcccgat
gcgecggtga

tcacagatgt
gtctggette
gcctecgtgt
atgctcacga
aaacaactgg
cgcttcecgtta
atccggaaca
aaaccgaaga
cacgttecget
agccgggtcec
ataatggcect
agggcgtgca
aagcggtect
ataaagaaga
ctgactgggt
taacttacat
cagctgcatt
ggtggttttt
ctgagagagt
gatggtggtt
cgagatatcc
catctgatceyg
ggtttgttga
ttgattgcga
taatgggeccc
cagtcgecgta
atcaagaaat
atccagcgga
cgctttacag
ttgatecggcyg
ggaggtggca
gggaatgtaa
gtggectggcec
gacatcgtat
ctatcatgcc
ctececcttatg
ccgcegecge
ggcctgccac
cttcceccecate

tgcecggecac
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ctgectgttce
tgataaagcg
aagggggatt
tacgggttac
cggtatggat
atacagatgt
taatggtgca
ccattcatgt
cgegtategg
tcaacgacag
gcttetegee
agattccgaa
cgcegaaaat
cagtcataag
tgaaggctct
taattgegtt
aatgaatcgg
cttttecacca
tgcagcaagc
aacggcggga
gcaccaacgc
ttggcaacca
aaaccggaca
gtgagatatt
gctaacagcg
ccgtettcat
aacgeccggaa
tagttaatga
gcttcgacge
cgagatttaa
acgccaatca
ttcagectecyg
tggttcacca
aacgttactg
ataccgcgaa
cgactectge
aaggaatggt
catacccecacg
ggtgatgteg
gatgecgteccg

atcegegtcec
ggccatgtta
tctgttcatg
tgatgatgaa
gcggegggac
aggtgttcca
gggegetgac
tgttgctcag
tgattcattc
gagcacgatc
gaaacgtttg
taccgcaagc
gacccagage
tgecggcgacyg
caagggcatc
gcgctcactg
ccaacgcgcg
gtgagacggg
ggtccacgct
tataacatga
gcagcccegga
gcatcgcagt
tggcacicca
tatgccagee
cgatttgctg
gggagaaaat
cattagtgeca
tcagcccact
cgcttegtte
tcgeecgegac
gcaacgactg
ccatecgeecge
cgcgggaaac
gtttcacatt
aggttttgcg
attaggaagc
gcatgcaagg
ccgaaacaag
gcecgatatagg
gcgtagagga

28

agctcgttga
agggceggttt
ggggtaatga
catgcccggt
cagagaaaaa
cagggtagcc
tteccgcocgttt
gtcgcagacg
tgctaaccag
atgcgcaccc
gtggcgggac
gacaggccga
getgecggea
atagtcatge
ggtcgagatc
cccgectttcece
gggagaggcyg
caacagctga
ggtttgecce
gctgtettceg
ctcggtaatg
gggaacgatg
gtcgecttee
agccagacgc
gtgacccaat
aatactgttg
ggcagettec
gacgegttge
taccatcgac
aatttgcgac
tttgccegee
ttccactttt
ggtctgataa
caccacccetyg
ccattcgatg
agcccagtag
agatggcgcc
cgctecatgag
cgccagcaac

tcgagatcte

gtttectcecag
tttectgttt
taccgatgaa
tactggaacg
tcactcaggg
agcagcatecce
ccagacttta
ttttgcageca
taaggcaacc
gtggggecge
cagtgacgaa
tecategtege
cctgtecctac
cccgegecoca
ccggtgecta
agtcgggaaa
gtttgcgtat
ttgcecttcea
agcaggcgaa
gtatcgtcgt
gcocgecattg
ccctcattca
cgttccgcta
agacgcgccg
gcgaccagat
atgggtgtct
acagcaatgg
gcgagaagat
accaccacgc
ggcgcgtgceca
agttgttgtg
tccecgegttt
gagacaccgg
aattgactct
gtgtceggga
taggttgagg
caacagtccc
cccgaagtygg
cgcacctgtg
gatccegega

2640
2700
2760
2820
2880
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
4860
4920
4980



aattaatacg
ccttaaggag
tggcaatgaa
aatcagatta
aggtectatt
gcegagacaa
gcggaatggc
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taaagaaaga
agtggaggat
gcatactcaa
agatctatcc
caaagtttga
ggctgcttea
tggagtcagt
tcttggtact
aaaaaccgga
tcagtctaaa
gggaactctg
agaacctgga
gttctteaac
cggaactcat
ggaaggtaca
gagcaacctt
accaccactg
ccgctgagceca

tgctgaaagg

actcactata
gatataacat
aktttattgac
ctttggcaag
tatcgaccaa
tgcgccgega
cgtaactatt
tagtttcaaa
tttccagege
agggtacttt
ggacgagcta
ataataccag
actttgtcct
aataaaaaag
tcacctgect
aggectggygce
gctgagggca
catgtctcat
tgtgctgett
ggacaaaccce
ggtcagagac
ggcagattcet
accacataac
cacatgcttc
gaaatcattt
gacaagagat
agatccggcet
ataactagca

aggaactata
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ggggaattgt
atggctgctg
aatacgcttt
cttgagagca
gggaatcgtce
accattttca
tctgtcaaat
gagatgaatc
agcgtgecgg
cttgcatgcg
ggcgatcgea
gaataaataé
cgtgaagaat
agagaggacc
gcaaggaatg
tacactgtgg
tttgctgcca
ggcatcctag
tatgacacca
aaggtcatca
tctccagecat
gtttgcaaaa
gtgtcctgga
cagaaatatt
gaagttccac
ttectacctcet
gctaacaaayg
taaccccttg
tcecggbt

gagcggataa
aaccagtaga
actttatagce
aactatcggt
cactattcga
ttatatctat
gtgaaaagat
cgccggataa
ggcacgataa
agaaggaacg
gcattatgtt
aatccatggg
tcctgagact
gcagacgect
gggctcacta
ttgacgaaaa
gaccagagca
agggaatctg
tcttccagat
ttgtcecagge
ccttggcagt
tccacgagga
gagaccgcac
cttgctgctg
aggctaaagc
ttcctggeaa
cccgaaagga
gggcctctaa

caattccect
agacaattge
tgaagatgat
cattcgtaat
ggacatgaca
gtacaaggat
atccacgctg
tatcaaggac
caagatgcaa
cgatctcttt
cactgtccaa
ccatcatcat
gtgtaaaaaa
ggctctcate
tgacategtg
gaatctcaca
caagtcctet
cggaactgcg
attcaacaac
ctgcagaggt
catctecttea
gaaggactte
aaggggctcc
ccacctaatyg
ccagatgcece
ttgactcgag
agctgagttg
acgggtcecttyg

ctagaccaca
atcaactttg
gaaaacctgg
ttaaatgacc
gacagtgact
tctcagecege
tcgtgtgaga
acgaagtctg
tttgaatecat
aaacttattt
aatgaagact
catcatcatg
aatcatgatg
atatgcaata

gggatgaaaa

gccagggata -

gacagcacgt
cataaaaaga
cgcaactgec
gaaaaacatg
cagtcatctyg
attgctttet
atcttcatta
gaaatatttc
accatagaac
caccaccacc
gctgctgccea
agaggtttt

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
6687

<210> 14

<211> 7454

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<214> Comprende vector pET Vector y Homo Sapien, Pseudomones Aeruginosa

<400> 14

tggcgaatgg gacgegecccet gtageggege attaagegeg gegggtatgg tggttacgeg 60
cagcgtgace gctacactty ccagecgecct agegoecceget cctttegett tettcectte 120
ctttctegee acgttegecg gettteceoceg: tcaagetcta aatcggggge tecctitaga 180

29



gttccgattt
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt
tcggggaaat
tcecgektcatg
tcatatcagg
actcaccgag
gtccaacate
aatcaccatg
agacttgttc
cgttattcat
aattacaaac
tttcacctga
tggtgagtaa
taaattccgagt
ctttgecaty
tegeacctga
tgttggaatt
cccttgtatt
cgtgagtttt
gétccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtegg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtecgatttt
gectttttac
tcecctgatt
agccgaacga
tattttetec
caatctgctce
ggtcatggct
gcteccoccggca
gttttcaccyg

agtgctttac
ccategeect
ggactecttgt
taagggattt
aacgcgaatt
gtgcgcggaa
aattaattct
attatcaata
gcagttcecat
aatacaacct
agtgacgact
aacaggccag
tcgtgattge
aggaatcgaa
atcaggatat
ccatgcatca
cagccagttt
tttcagaaac
ttgececcgaca
taatcgcggce
actgtttatg
cgttecactyg
ttctgegegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgectac
agtcgtgtct
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatceggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttectgge
ctgtggataa
ccgagegcag
ttacgcecatct
tgatgeccgea
gcgceecgac
tcecgettaca

tcatcaccga
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ggcacctcga
gatagacggt
tccaaactgg
tgcecgatttce
ttaacaaaat
cccctatttg
tagaaaaact
ccatattttt
aggatggcaa
attaatttcc
gaatccggtg
ccattacgct
gcctgagega
tacaaccggce
tcttectaata
tcaggagtac
agtctgacca
aactctggeg
ttatcgcgag
ctagagcaag
taagcagaca
agcgtcagac
aatctgetge
agagctacca
tgtccttcta
atacctegct
taccgggttg
gggttcgtge
gcgtgagcta
aagcggcagg
tctttatagt
gtcagggggg
cttttgctgg
ccgtattacc
cgagtcagtyg
gtgcggtatt
tagttaagcc
acccgecaac
gacaagctgt

aacgcgcgag

ccccaaaaaa
ttttecgececet
aacaacactc
ggcctattag
attaacgttt
tttatttttc
catcgagcat
gaaaaagccg
gatcctggta
cctecgtecaaa
agaatggcaa
cgtcatcaaa
gacgaaatac
gcaggaacac
cctggaatge
ggataaaatg
tctcatctgt
catcgggcett
cccatttata
acgtttecceg
gttttattgt
ccegtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtagecegt
ctgctaatec
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctatecgggt
cggagcctat
cettttgete
gcctttgagt
agcgaggaag
tcacaccgca
agtatacact
acccgctgac
gaccgtcteco
gcagctgegyg

30

cttgattagyg
ttgacgttgg
aaccctatct
ttaaaaaatg
acaatttcag
taaatacatt
caaatgaaac
tttctgtaat
tcggtctgeg
aataaggtta
aagtttatgce
atcactcgceca
gcgatcgctg
tgccagegca
tatttteceg
cttgatggte
aacatcattg
ccecatacaat
cccatataaa
ttgaatatgg
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacce
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacce
gettggageg
ccacgettee
gagagcgcac
ttcgecacet
ggaaaaacge
acatgttcett
gagctgatac
cggaagagcg
tatatggtge
ccgetatege
gecgecctgac
gggagctgca
taaagctcecat

gtgatggtte
agtccacgtt
cggtectatte
agctgattta
gtggcacttt
caaatatgta

tgcaatttat

gaaggagaaa-

attecgactc
tcaagtgaga
atttctttee

tcaaccaaac

ttaaaaggac’

tcaacaatat
gggatcgcag
ggaagaggca
gcaacgctac
cgatagattg
tcagcatcceca
ctcataacac
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagceg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgctgece
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
tecectgegtta
cgctcgecge
cctgatgegg
actcectcagta
tacgtgactg
gggcttgtct
tgtgtcagag
cagcgtggtce

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
860
1020
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



gtgaagcgat
aagcgttaat
ggtcactgat
acgagagagyg
ttgtgagggt
tcaatgccag
tgcgatgcag
cgaaacacgg
gecagtegett
ccgccagect
catgecggeg
ggcttgageg
gctecagega
gagttgcatg
ccggaaggag
atgagtgagc
cctatcgtge
tgggcgecag
ccgecctggece
aatcctgttt
atcccactac
cgcccagege
gecatttgcat
tcggctgaat
agacagaact
gctecacgee
ggtcagagac
catcchtggtc
tgtgcaccge
tggcacccag
gggccagact
ccacgeggtt
tcgcagaaac
catactctge
cttecgggeg
tctcgacget
ccgttgagca
ccggccacgg
cgagccegat
gcgeeggtga

tcacagatgt
gtctggectte
gcctcegtgt
atgetcacga
aaacaactgg
cgcttegtta
atccggaaca
aaaccgaaga
cacgttcget
agccgggtece
ataatggcct
agggcgtgea
aagcggtcct
ataaagaaga
ctgactgggt
taacttacat
cagctgcatt
ggtggttttt
ctgagagagt
gatggtggtt
cgagatatcc
catctgatcg
ggtttgttga
ttgattgcga
taatgggccc
cagtegegta
atcaagaaat
atccagegga
cgctttacag
ttgatcggcg
ggaggtggea
gggaatgtaa
gtggctggec
gacatcgtat
ctatcatgcc
ctcecttatg
ccgecgeege
ggcctgecac
cttccccate

tgeccggecac
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ctgecectgtte
tgataaagcg
aagggggatt
tacgggttac
cggtatggat
atacagatgt
taatggtgca
ccattcatgt
cgcgtatcgg
tcaacgacag
gcttctegece
agattccgaa
cgccgaaaat
cagtcataag
tgaaggctcet
taattgcgtt
aatgaatcgg
cttttcacca
tgcagcaagc
aacggcggga
gcaccaacgce
ttggcaacca
aaaccggaca
gtgagatatt
gctaacagcyg
cecgtetteat
aacgccggaa
tagttaatga
gcttcgacdgce
cgagatttaa
acgccaatca
ttcagcteeg
tggttcacca
aacgttactg
ataccgcgaa
cgactecctge
aaggaatggt
catacccacyg
ggtgatgtcg
gatgcgtceg

atececgegtece
ggccatgtta
tctgttcatg
tgatgatgaa
gcggcgggac
aggtgttcca
gggegetgac
tgttgctcag
tgattcatte
gagcacgatc
gaéacgtttg
taccgcaagc
gacccagagce
tgcggegacg
caagggcatc
gcgctcactg
ccaacgcgcg
gtgagacggg
ggtccacgct
tataacatga
gcagcecgga
gcatcgcagt
tggcactccea
tatgccagee
cgatttgctg
gggagaaaat
cattagtgca
tcagcccact
cgettegtte
tecgecegegac
gcaacgactg
ccatecgecge
cgcgggaaac
gtttcacatt
aggttttgeg
attaggaagc
gcatgcaagg
ccgaaacaag
gcgatatagg
gcgtagagga

31

agetegttga
agggcggttt
ggggtaatga
catgcecggt
cagagaaaaa
cagggtagece
ttcecgegttt
gtcgcagacg
tgctaaccag
atgcgcaccc
gtggcgggac
gacaggccga
getgeecggea
atagtcatgce
ggtcgagatce
cccgetttece
gggagaggcg
caacagctga
ggtttgecce
gctgtcttcg
ctcggtaaty
gggaacgatg
gtegecttee
agccagacgc
gtgacccaat
aatactgttg
ggcagcttec
gacgcgttge
taccatcgac
aatttgcgac
tttgcecgece
ttecactttt
ggtctgataa
caccaccctg
ccattcgatg
agcccagtag
agatggecgcece
cgeteatgag
cgccagcaac
tcgagatcte

gtttctceccag
tttectgttt
taccgatgaa
tactggaacyg
tcactcaggy
agcagcatcc
ccagacttta
ttttgcagca
taaggcaacc
gtggggccge
cagtgacgaa
tcatcgtege
cctgtectac
cccgegecca
cecggtgecta
agtcgggaaa
gtttgegtat
ttgccecttceca
agcaggcgaa
gtatcgtcgt
gcgegecattyg
ccctcattca
cgtitccgcta
agacgcgecg
gcgaccagat
atgggtgtct
acagcaatgy
gcgagaagat
accaccacgce
ggcgegtgea
agttgttgtyg
tocecegegttt
gagacaccgg
zattgactct
gtgtccgygga
taggttgagg

‘caacagtccece

cccgaagtgyg
cgcacctgtg
gatcccgcega

2640
2700
2760
2820
2880
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
4860
4520
4980



aattaatacg
ccttaaggag
tggcaatgaa
aatcagatta
aggtcctatt
gecgagacaa
gcggaatggce
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taaagaaaga
agtggaggat
gcatactcaa
agatctatcc
caaagtttga
ggctgcttca
tggagtcagt
tcttggtact
aaaaaccgga
tcagtctaaa
gggaactectg
agaacctgga
gttcttcaac
cggaactcat

ggaaggtaca‘

gagcaacctt
ctggtggece
cgteggeetyg
cgceggcegg
tgggcgcagt
gatcacagtc
cggectggtt
ctaccagecg
gctgccattyg
gctgtteccg
cctgecgaty
ggcggcggcy
cgecgecgactyg
gctgacgatce
gatccggetg

taactagcat
ggaactatat

actcactata
gatataacat
atttattgac
ctttggcaag
tatcgaccaa
tgcgececgega
cgtaactatt
tagtttcaaa
tttecagege
agggtacttt
ggacgagcta
ataataccag
actttgtect
aataaaaaag
tcacctgect
aggcctgggce
gctgagggeca
catgtctcat
tgtgectgett
ggacaaaccc
ggtcagagac
ggcagattct
accacataac
cacatgctte
gaaatcattt
gacaagagat
gcgatgggag
caggtetggy
ttgecgctegg
ccggtggect
agcectggecyg
cgccgcecace
gcggegagece
ccgatcgacyg
aacagccctg
tgggcgccga
aaggtgcage
gcggtcgagyg
cattggtacc

ctaacaaagc

aaccccttgg
cegg
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ggggaattgt
atggctgectg
aatacgecttt
cttgagagca
gggaategte
accattttca
tctgteaaat
gagatgaatc
agcegtgecgy
cttgcatgcg
ggcgatcgea
gaataaataa
cgtgaagaat
agagaggacc
gcaaggaatg
tacactgtgg
tttgctgecceca

ggcatcctag-

tatgacacca
aaggtcatca
tcteccageat
gtttgcaaga
gtgtectgga
cagaaatatt
gaagttccac
ttctacctect
gagttggtat
gcagcgcecge
cgctggeega
teectecgaage
acgagegetyg
tgctcoccgtgg
tggaggaagc
tgctggtcct
gectggacet
gcgtgcecgea
tgctggegat
acgaacggcg
cctgagtgge
ccgaaaggaa

ggcctctaaa

gagcggataa
aaccagtaga
actttatagce
aactatcggt
cactattcga
ttatatctat
gtogaaaagat
cgccggataa
ggcacgataa
agaaggaacg
gcattatgtt
aatccatggg
tecctgagact
gcagacgcect
gggctcacta
ttgacgaaaa
gaccagagca
agggaatctg
tcttecagat
ttgtccaggce
ccttggecagt
tccacgagga
gagaccgcac
cttgectgectg
aggctaaagc
ttcectggeaa
ggcgatttct
cgagcaggcc
gcagggccag
cttgagcgag
ggtgccggag
cgaggcggcy
ggecgagety
cggcatggge
ggcgatggat
ccagcgcctyg
ccagggecag
gatgccggtt
ggactagage
gctgagttgg

cgggtcttga
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caattcecet
agacaattge
tgaagatgat
cattegtaat
ggacatgaca
gtacaaggat
atccacgetg
tatcaaggac
caagatgcaa
cgatctecttt
cactgtccaa
ccatcatcat
gtgtaaaaaa
ggctctcatce
tgacatcgtyg
gaatctcaca
caagtcctcet
cggaactgeyg
attcaacaac
ctgcagaggt
catetecttca
gaaggacttc
aaggggctecc
ccacctaatg
ccagatgccc
ttgactcgag
gagttgaagc
cgeggectgg
gcgctgetgg
gagccgctgg
tcgecatgecg
aaggcgcgcet
gccgaccate
gacgacggcc
cccecadgggga
accctgecgce
tccaagetgg
cgegecttec
accaccacca

ctgectgceac

ggggtttttt

ctagaccaca
atcaactttg
gaaaacctgg
ttaaatgacc
gacagtgact
tctecagecge
tcgtgtgaga
acgaagtcty
tttgaatcat
aaacttattt
aatgaagact
catcatcatg
aatcatgatg
atatgcaata
gggatgaaaa
gccagggata
gacagcacgt
cataaaaaga
cgcaactgec

gaaaaacaty

cagtcatcty.

attgctttct
atcttcatta
gaaatattte
accatagaac
ctecggtggece
tgccggecgyg
ccgececgaggt
tggtgtcegg
actggtcgcg
atagcaacgce
tcatcggecect
acctgcacga
ataccgccte
cgegecgttyg
gcgccgtget
ccaccctgaa
tccgegegec
ccaccactga

cgctgageaa

gctgaaagga

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
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380

7440
7454
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REIVINDICACIONES

1. Un método para prevenir la gluconoilacion de polipéptidos expresados en una cepa B de E.coli, que comprende
introducir DNA en la E.coli, donde el DNA codifica una enzima 6-fosfogluconolactonasa que tiene una secuencia de
aminodcidos con una identidad de secuencia de al menos 95% respecto al SEQ ID NO:8.

2. Un método segun la reivindicacion 1, en el que dichos polipéptidos comprenden una interleuquina humana.

3. Un método para producir una interleuguina humana que comprende expresar conjuntamente dicha interleuquina
humana en una cepa B de E.coli con un DNA que codifica una enzima 6-fosfogluconolactonasa que tiene una
secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:8.

4. Un método segun la reivindicacion 2 o reivindicacién 3, en el que la interleuquina humana es IL-18.

5. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el DNA que codifica la enzima 6-
fosfogluconolactonasa tiene una identidad de secuencia de al menos 95% con respecto a SEQ ID NO:7.

6. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el DNA que codifica la enzima 6-
fosfogluconolactonasa comprende la secuencia indicada en SEQ ID NO:7.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el DNA se transforma en el DNA
genoémico de la E.coli.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la cepa B de E.coli es BL21.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho polipéptido es un polipéptido
expresado heter6logamente.

33
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pECO-1-pgl-2-13

Psp 14061 3331 EcaRl |
6

Tih 1111 2870
83511071 594
Xmnl 635

SgrAl 668

Bis[ 2791
Bsu 361 2763

8ci1 2713

3000 Id
500

pECO-1-pgl-2-13

= 3416 bps 'o_

BsaBI 2613,

Eco0109] 2559

Bbs) 2497
Psh Al 2472

Hincll 2383

200 500 plsAcr
Spe 12379 \ $

/

pgl

Vspl 1406

Bl 2058
Pvul 2053 Xbal 1425
ar| 1447
BstAPI 2036
Eco571 1464
Xem 11937
Spkl 1904 Cal 1518
’ Hindll] 1524

Skl 1639

Figura 1
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SEQ ID NO:9

DNA

pPECO-~-1pglcl2-13

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

GAATTCCGGA
GTGCTTATTT
ATAGGTACAT
TATATCAACG
AAATCTCGAT
GGAACCTCTT
GGTATCAACA
TTATTCGGCG
GTTTTTGAGG
ACGGGGTGGT
GGCTTACTAT
AAGGCTGCAC
ACTGACTCGC
GGAGATTTCC
AGCCGTTTTT
AGTGGTGGCG
TCGTGCGCTC
GTTTGTCTCA
TGTATGCACG
GAGTCCAACC
AGAGGAGTTA
TGACTGCGCT
CGAAAAACCG
AAAACGATCT
ATTTATCTCT
ATGTTTGACA
AACGCAGTCA
CCTGGTGGCC
GCGTCGGCCT
TCGCCGGCCG
GTGGGCGCAG
GGATCACCGT
CCGGCCTGGT
TCTACCAGCC
AGCTGCCATT
CGCTGTTCCC
GCCTGCCGAT
TGGCGGCGGC
ACGCCGCGCT

ES 2369359 T3

TGAGCATTCA
TTCTTTACGG
TGAGCAACTG
GTGGTATATC
AACTCAAAAA
ACGTGCCGAT
GGGACACCAG
CAAAGTGCGT
TGCTCCAGTG
GCGTAACGGC
GTTGGCACTG
CGGTGCGTCA
TACGCTCGGT
TGGAAGATGC
CCATAGGCTC
AAMACCCGACA
TCCTGTTCCT
TTCCACGCCT
AACCCCCCGT
CGGAAAGACA
GTCTTGAAGT
CCTCCAAGCC
CCCTGCAAGG
CAAGAAGATC
TCAAATGTAG
GCTTATCATC
GGCACCGTGT
CGCGATGGGA
GCAGGTCTGG
GTTGCGCTCG
TCCGGTGGCC
CAGCCTGGCC
TCGCCGCCAC
GGCGGCGAGC
GCCGATCGAC
GAACAGCCCT
GTGGGCGCCG
GAAGGTGCAG
GGCGGTCGAG

TCAGGCGGGC
TCTTTAAAAA
ACTGAAATGC
CAGTGATTTT
ATACGCCCGG
CAACGTCTCA
GATTTATTTA
CGGGTGATGC
GCTTCTGTTT
AAAAGCACCG
ATGAGGGTGT
GCAGAATATG
CGTTCGACTG
CAGGAAGATA
CGCCCCCCTG
GGACTATAAA
GCCTTTCGGT
GACACTCAGT
TCAGTCCGAC
TGCAAAAGCA
CATGCGCCGG
AGTTACCTCG
CGGTTTTTTC
ATCTTATTAA
CACCTGAAGT
GATAAGCTTT
CATATGGATC
GGAGTTGGTA
GGCAGCGCCG
GCGCTGGCCG
TTCCTCGAAG
GACGAGCGCT
CTGCTCCGTG
CTGGAGGAAG
GTGCTGGTCC
GGCCTGGACC
AGCGTGCCGC
CTGCTGGCGA
GACGAACGGC

35

AAGAATGTGA
GGCCGTAATA
CTCAAAATGT
TTTCTCCATT
TAGTGATCTT
TTTTCGCCAA
TTCTGCGAAG
TGCCAACTTA
CTATCAGCTG
CCGGACATCA
CAGTGAAGTG
TGATACAGGA
CGGCGAGCGG
CTTAACAGGG
ACAAGCATCA
GATACCAGGC
TTACCGGTGT
TCCGGGTAGG
CGCTGCGCCT
CCACTGGCAG
TTAAGGCTAA
GTTCAAAGAG
GTTTTCAGAG
TCAGATAAAA
CAGCCCCATA
AATGCGGTAG
CCGGGTACCG
TGGCGATTTC
CCGAGCAGGC
AGCAGGGCCA
CCTTGAGCGA
GGGTGCCGGA
GCGAGGCGGC
CGGCCGAGCT
TCGGCATGGG
TGGCGATGGA
ACCAGCGCCT
TCCAGGGCCA
GGATGCCGGT

ATAAAGGCCG
TCCAGCTGAA
TCTTTACGAT
TTAGCTTCCT
ATTTCATTAT
AAGTTGGCCC
TGATCTTCCG
CTGATTTAGT
TCCCTCCTGT
GCGCTAGCGG
CTTCATGTGG
TATATTCCGC
AAATGGCTTA
AAGTGAGAGG
CGAAATCTGA
GTTTCCCCCT
CATTCCGCTG
CAGTTCGCTC
TATCCGGTAA
CAGCCACTGG
ACTGAAAGGA
TTGGTAGCTC
CAAGAGATTA
TATTTCTAGA
CGATATAAGT
TTTATCACAG
TCGAGCTCGA
TGAGTTGAAG
CCGCGGCCTG
GGCGCTGCTG
GGAGCCGCTG
GTCGCATGCC
GAAGGCGCGC
GGCCGACCAT
CGACGACGGC
TCCCCAGGGG
GACCCTGCCG
GTCCAAGCTG
TCGCGCCTTC

GATAAAACTT
CGGTCTGGTT
GCCATTGGGA
TAGCTCCTGA
GGTGAAAGTT
AGGGCTTCCC
TCACAGGTAT
GTATGATGGT
TCAGCTACTG
AGTGTATACT
CAGGAGAAAA,
TTCCTCGCTC
CGAACGGGGC
GCCGCGGCAA
CGCTCAAATC
GGCGGCTCCC
TTATGGCCGC
CAAGCTGGAC
CTATCGTCTT
TAATTGATTT
CAAGTTTTGG
AGAGAACCTT
CGCGCAGACC
TTTCAGTGCA
TGTAATTCTC
TTAAATTGCT
GCTCGGTGGC
CTGCCGGCCG
GCCGCCGAGG
GTGGTGTCCG
GACTGGTCGC
GATAGCAACG
TTCATCGGCC
CACCTGCACG
CATACCGCCT
ACGCGCCGTT
CGCGCCGTGC
GCCACCCTGA
CTCCGCGCGC



2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361

CGCTGACGAT
CTCATTTCTT
GCGCGGGGCA
GGACAGGTGC
CCGAAACAAG
CCCTGTGGAA
AGGCAGAATA
GGCCTCAGGC
ACCAGCAATA
ATTTGCTTTC
GGCGTTTAAG
CAGTACTGTT
TGAACCTGAA
GTGAAAACGG
CTCACCCAGG
GCCAGGTTTT
TCGTCGTGGT
TAACAAGGGT
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CCATTGGTAC
ATTCTGAGTT
TGACTATCGT
CGGCAGCGCC
CGCCCTGCAC
CACCTACATC
AATGATCATA
ATTTGAGAAG
GACATAAGCG
GAATTTCTGC
GGCACCAATA
GTAATTCATT
TCGCCAGCGG
GGGCGAAGAA
GATTGGCTGA
CACCGTAACA
ATTCACTCCA
GAACACTATC

CCCTGAGTGG
ACAACAGTCC
CGCCGCACTT
CAACAGTCCC
CATTATGTTC
TGTATTAACG
TCGTCAATTA
CACACGGTCA
GCTATTTAAC
CATTCATCCG
ACTGCCTTAA
AAGCATTCTG
CATCAGCACC
GTTGTCCATA
GACGAAAAAC
CGCCACATCT
GAGCGATGAA
CCATATCACC

CGGACTCGAC
GCACCGCTGT
ATGACTGTCT
CCGGCCACGG
CGGATCTGCA
AAGCGCTAAC
TTACCTCCAC
CACTGCTTCC
GACCCTGCCC
CTTATTATCA
AAAMATTACG
CCGACATGGA
TTGTCGCCTT
TTGGCCACGT
ATATTCTCAA
TGCGAATATA
AACGTTTCAG
AGCTCACCGT

Figura 2
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TAGTCAACGC
CCGGTAGCTC
TCTTTATCAT
GGCCTGCCAC
TCGCAGGATG
CGTTTTTATC
GGGGAGAGCC
GGTAGTCAAT
TGAACCGACG
CTTATTCAGG
CCCCGCCCTG
AGCCATCACA
GCGTATAATA
TTAAATCAAA
TARACCCTTT
TGTGTAGAAA
TTTGCTCATG
CTTTCATTGC

CATGAGCGGC
CTTCCGGTGG
GCAACTCGTA
CATACCCACG
CTGCTGGCTA
AGGCTCTGGG
TGAGCAAACT
AAACCGGTAA
ACCGGGTCGA
CGTAGCACCA
CCACTCATCG
GACGGCATGA
TTTGCCCATG
ACTGGTGAAA
AGGGAAATAG
CTGCCGGAAR
GAAAACGGTG
CATACG
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PET28ProlL18Casp5

Xhol

HindIlI

bl Pro-IL-18
“N

— o 0087 Dbps
T7 pr 2000

Psp OMI
Apa 1

Acc 11

Bgl 1
Psh Al

Figura 3
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SEQ ID NO:13

DNA
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PET28ProILl18CaspSs

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

TGGCGAATGG
CAGCGTGACC
CTTTCTCGCC
GTTCCGATTT
ACGTAGTGGG
CTTTAATAGT
TTTTGATTTA
ACAAAAATTT
TCGGGGAAAT
TCCGCTCATG
TCATATCAGG
ACTCACCGAG
GTCCAACATC
AATCACCATG
AGACTTGTTC
CGTTATTCAT
AATTACAAAC
TTTCACCTGA
TGGTGAGTAA
TAAATTCCGT
CTTTGCCATG
TCGCACCTGA
TGTTGGAATT
CCCTTGTATT
CGTGAGTTTT
GATCCTTTTT
GTGGTTTGTT
AGAGCGCAGA
AACTCTGTAG
AGTGGCGATA
CAGCGGTCGG
ACCGAACTGA
AAGGCGGACA
CCAGGGGGAA
CGTCGATTTT
GCCTTTTTAC
TCCCCTGATT
AGCCGAACGA
TATTTTCTCC

GACGCGCCCT
GCTACACTTG
ACGTTCGCCG
AGTGCTTTAC
CCATCGCCCT
GGACTCTTGT
TAAGGGATTT
AACGCGAATT
GTGCGCGGAA
AATTAATTCT
ATTATCAATA
GCAGTTCCAT
AATACAACCT
AGTGACGACT
AACAGGCCAG
TCGTGATTGC
AGGAATCGAA
ATCAGGATAT
CCATGCATCA
CAGCCAGTTT
TTTCAGAAAC
TTGCCCGACA
TAATCGCGGC
ACTGTTTATG
CGTTCCACTG
TTCTGCGCGT
TGCCGGATCA
TACCAAATAC
CACCGCCTAC
AGTCGTGTCT
GCTGAACGGG
GATACCTACA
GGTATCCGGT
ACGCCTGGTA
TGTGATGCTC
GGTTCCTGGC
CTGTGGATAA
CCGAGCGCAG
TTACGCATCT

GTAGCGGCGC
CCAGCGCCCT
GCTTTCCCCG
GGCACCTCGA
GATAGACGGT
TCCAAACTGG
TGCCGATTTC
TTAACAAAAT
CCCCTATTTG
TAGAAAAACT
CCATATTTTT
AGGATGGCAA
ATTAATTTCC
GAATCCGGTG
CCATTACGCT
GCCTGAGCGA
TGCAACCGGC
TCTTCTAATA
TCAGGAGTAC
AGTCTGACCA
AACTCTGGCG
TTATCGCGAG
CTAGAGCAAG
TAAGCAGACA
AGCGTCAGAC
AATCTGCTGC
AGAGCTACCA
TGTCCTTCTA
ATACCTCGCT
TACCGGGTTG
GGGTTCGTGC
GCGTGAGCTA
AAGCGGCAGG
TCTTTATAGT
GTCAGGGGGG
CTTTTGCTGG
CCGTATTACC
CGAGTCAGTG
GTGCGGTATT

38

ATTAAGCGCG
AGCGCCCGCT
TCAAGCTCTA
CCCCAAAAAA
TTTTCGCCCT
AACAACACTC
GGCCTATTGG
ATTAACGTTT
TTTATTTTTC
CATCGAGCAT
GAAAAAGCCG
GATCCTGGTA
CCTCGTCAAA
AGAATGGCAA
CGTCATCAAA
GACGAAATAC
GCAGGAACAC
CCTGGAATGC
GGATAAAATG
TCTCATCTGT
CATCGGGCTT
CCCATTTATA
ACGTTTCCCG
GTTTTATTGT
CCCGTAGAAA
TTGCAAACAA
ACTCTTTTTC
GTGTAGCCGT
CTGCTAATCC
GACTCAAGAC
ACACAGCCCA
TGAGAAAGCG
GTCGGAACAG
CCTGTCGGGT
CGGAGCCTAT
CCTTTTGCTC
GCCTTTGAGT
AGCGAGGAAG
TCACACCGCA

GCGGGTGTGG
CCTTTCGCTT
AATCGGGGGC
CTTGATTAGG
TTGACGTTGG
AACCCTATCT
TTAAAAAATG
ACAATTTCAG
TAAATACATT
CAAATGAAAC
TTTCTGTAAT
TCGGTCTGCG
AATAAGGTTA
AAGTTTATGC
ATCACTCGCA
GCGATCGCTG
TGCCAGCGCA
TGTTTTCCCG
CTTGATGGTC
AACATCATTG
CCCATACAAT
CCCATATAAA
TTGAATATGG
TCATGACCAA
AGATCAAAGG
AAAAACCACC
CGAAGGTAAC
AGTTAGGCCA
TGTTACCAGT
GATAGTTACC
GCTTGGAGCG
CCACGCTTCC
GAGAGCGCAC
TTCGCCACCT
GGAAAAACGC
ACATGTTCTT
GAGCTGATAC
CGGAAGAGCG
TATATGGTGC

TGGTTACGCG
TCTTCCCTTC
TCCCTTTAGG
GTGATGGTTC
AGTCCACGTT
CGGTCTATTC
AGCTGATTTA
GTGGCACTTT
CAAATATGTA
TGCAATTTAT
GAAGGAGAAA
ATTCCGACTC
TCAAGTGAGA
ATTTCTTTCC
TCAACCAAAC
TTAAAAGGAC
TCAACAATAT
GGGATCGCAG
GGAAGAGGCA
GCAACGCTAC
CGATAGATTG
TCAGCATCCA
CTCATAACAC
AATCCCTTAA
ATCTTCTTGA
GCTACCAGCG
TGGCTTCAGC
CCACTTCAAG
GGCTGCTGCC
GGATAAGGCG
AACGACCTAC
CGAAGGGAGA
GAGGGAGCTT
CTGACTTGAG
CAGCAACGCG
TCCTGCGTTA
CGCTCGCCGC
CCTGATGCGG
ACTCTCAGTA
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CAATCTGCTC
GGTCATGGCT
GCTCCCGGCA
GTTTTCACCG
GTGAAGCGAT
AAGCGTTAAT
GGTCACTGAT
ACGAGAGAGG
TTGTGAGGGT
TCAATGCCAG
TGCGATGCAG
CGAAACACGG
GCAGTCGCTT
CCGCCAGCCT
CATGCCGGCG
GGCTTGAGCG
GCTCCAGCGA
GAGTTGCATG
CCGGAAGGAG
ATGAGTGAGC
CCTGTCGTGC
TGGGCGCCAG
CCGCCTGGCC
AATCCTGTTT
ATCCCACTAC
CGCCCAGCGC
GCATTTGCAT
TCGGCTGAAT
AGACAGAACT
GCTCCACGCC
GGTCAGAGAC
CATCCTGGTC
TGTGCACCGC
TGGCACCCAG
GGGCCAGACT
CCACGCGGTT
TCGCAGAAAC
CATACTCTGC
CTTCCGGGCG
TCTCGACGCT
CCGTTGAGCA
CCGGCCACGG

ES 2369359 T3

TGATGCCGCA
GCGCCCCGAC
TCCGCTTACA
TCATCACCGA
TCACAGATGT
GTCTGGCTTC
GCCTCCGTGT
ATGCTCACGA
AAACAACTGG
CGCTTCGTTA
ATCCGGAACA
AAACCGAAGA
CACGTTCGCT
AGCCGGGTCC
ATAATGGCCT
AGGGCGTGCA
AAGCGGTCCT
ATAAAGAAGA
CTGACTGGGT
TAACTTACAT
CAGCTGCATT
GGTGGTTTTT
CTGAGAGAGT
GATGGTGGTT
CGAGATATCC
CATCTGATCG
GGTTTGTTGA
TTGATTGCGA
TAATGGGCCC
CAGTCGCGTA
ATCAAGAAAT
ATCCAGCGGA
CGCTTTACAG
TTGATCGGCG
GGAGGTGGCA
GGGAATGTAA
GTGGCTGGCC
GACATCGTAT
CTATCATGCC
CTCCCTTATG
CCGCCGCCGC
GGCCTGCCAC

TAGTTAAGCC
ACCCGCCAAC
GACAAGCTGT
AACGCGCGAG
CTGCCTGTTC
TGATAAAGCG
AAGGGGGATT
TACGGGTTAC
CGGTATGGAT
ATACAGATGT
TAATGGTGCA
CCATTCATGT
CGCGTATCGG
TCAACGACAG
GCTTCTCGCC
AGATTCCGAA
CGCCGAAAAT
CAGTCAT2AAG
TGAAGGCTCT
TAATTGCGTT
AATGAATCGG
CTTTTCACCA
TGCAGCAAGC
AACGGCGGGA
GCACCAACGC
TTGGCAACCA
AAACCGGACA
GTGAGATATT
GCTAACAGCG
CCGTCTTCAT
AACGCCGGAA
TAGTTAATGA
GCTTCGACGC
CGAGATTTAA
ACGCCAATCA
TTCAGCTCCG
TGGTTCACCA
AACGTTACTG
ATACCGCGAA
CGACTCCTGC
AAGGAATGGT
CATACCCACG

39

AGTATACACT
ACCCGCTGAC
GACCGTCTCC
GCAGCTGCGG
ATCCGCGTCC
GGCCATGTTA
TCTGTTCATG
TGATGATGAA
GCGGCGGGAC
AGGTGTTCCA
GGGCGCTGAC
TGTTGCTCAG
TGATTCATTC
GAGCACGATC
GAAACGTTTG
TACCGCAAGC
GACCCAGAGC
TGCGGCGACG
CAAGGGCATC
GCGCTCACTG
CCAACGCGCG
GTGAGACGGG
GGTCCACGCT
TATAACATGA
GCAGCCCGGA
GCATCGCAGT
TGGCACTCCA
TATGCCAGCC
CGATTTGCTG
GGGAGAAAAT
CATTAGTGCA
TCAGCCCACT
CGCTTCGTTC
TCGCCGCGAC
GCAACGACTG
CCATCGCCGC
CGCGGGAAAC
GTTTCACATT
AGGTTTTGCG
ATTAGGAAGC
GCATGCAAGG
CCGAAACAAG

CCGCTATCGC
GCGCCCTGAC
GGGAGCTGCA
TAAAGCTCAT
AGCTCGTTGA
AGGGCGGTTT
GGGGTAATGA
CATGCCCGGT
CAGAGAARAA
CAGGGTAGCC
TTCCGCGTTT
GTCGCAGACG
TGCTAACCAG
ATGCGCACCC
GTGGCGGGAC
GACAGGCCGA
GCTGCCGGCA
ATAGTCATGC
GGTCGAGATC
CCCGCTTTCC
GGGAGAGGCG
CAACAGCTGA
GGTTTGCCCC
GCTGTCTTCG
CTCGGTAATG
GGGAACGATG
GTCGCCTTCC
AGCCAGACGC
GTGACCCAAT
AATACTGTTG
GGCAGCTTCC
GACGCGTTGC
TACCATCGAC
AATTTGCGAC
TTTGCCCGCC
TTCCACTTTT
GGTCTGATAA
CACCACCCTG
CCATTCGATG
AGCCCAGTAG
AGATGGCGCC
CGCTCATGAG

TACGTGACTG
GGGCTTGTCT
TGTGTCAGAG
CAGCGTGGTC
GTTTCTCCAG
TTTCCTGTTT
TACCGATGAA
TACTGGAACG
TCACTCAGGG
AGCAGCATCC
CCAGACTTTA
TTTTGCAGCA
TAAGGCAACC
GTGGGGCCGC
CAGTGACGAA
TCATCGTCGC
CCTGTCCTAC
CCCGCaecea
CCGGTGCCTA
AGTCGGGAAA
GTTTGCGTAT
TTGCCCTTCA
AGCAGGCGAA
GTATCGTCGT
GCGCGCATTG
CCCTCATTCA
CGTTCCGCTA
AGACGCGCCG
GCGACCAGAT
ATGGGTGTCT
ACAGCAATGG
GCGAGAAGAT
ACCACCACGC
GGCGCGTGCA
AGTTGTTGTG
TCCCGCGTTT
GAGACACCGG
AATTGACTCT
GTGTCCGGGA
TAGGTTGAGG
CAACAGTCCC
CCCGAAGTGG
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CGAGCCCGAT
GCGCCGGTGA
AATTAATACG
CCTTAAGGAG
TGGCAATGAA
AATCAGATTA
AGGTCCTATT
GCCGAGACARA
GCGGAATGGC
ACARAGATTAT

. ATATCATATT

CCAGCTATGA
TAAAGAAAGA
AGTGGAGGAT
GCATACTCAA
AGATCTATCC
CAAAGTTTGA
GGCTGCTTCA
TGGAGTCAGT
TCTTGGTACT
AAAAACCGGA
TCAGTCTAAA
GGGAACTCTG
AGAACCTGGA
GTTCTTCAAC
CGGAACTCAT
GGAAGGTACA
GAGCAACCTT
ACCACCACTG
CCGCTGAGCA
TGCTGAAAGG

ES 2369359 T3

CTTCCCCATC
TGCCGGCCAC
ACTCACTATA
GATATAACAT
ATTTATTGAC
CTTTGGCAAG
TATCGACCAA
TGCGCCGCGA
CGTAACTATT
TAGTTTCAAA
TTTCCAGCGC
AGGGTACTTT
GGACGAGCTA
ATAATACCAG
ACTTTGTCCT
AATAAARAAG
TCACCTGCCT
AGGCCTGGGC
GCTGAGGGCA
CATGTCTCAT
TGTGCTGCTT
GGACAAACCC
GGTCAGAGAC
GGCAGATTCT
ACCACATAAC
CACATGCTTC
GARATCATTT
GACAAGAGAT
AGATCCGGCT
ATAACTAGCA
AGGAACTATA

GGTGATGTCG
GATGCGTCCG
GGGGAATTGT
ATGGCTGCTG
AATACGCTTT
CTTGAGAGCA
GGGAATCGTC
ACCATTTTCA
TCTGTCAAAT
GAGATGAATC
AGCGTGCCGG
CTTGCATGCG
GGCGATCGCA
GAATAAATAA
CGTGAAGRAT
AGAGAGGACC
GCAAGGAATG
TACACTGTGG
TTTGCTGCCA
GGCATCCTAG
TATGACACCA
AAGGTCATCA
TCTCCAGCAT
GTTTGCAAGA
GTGTCCTGGA
CAGARATATT
GAAGTTCCAC
TTCTACCTCT
GCTAACAAAG
TAACCCCTTG
TCCGGBT

Figura 4

40

GCGATATAGG
GCGTAGAGGA
GAGCGGATAA
AACCAGTAGA
ACTTTATAGC
AACTATCGGT
CACTATTCGA
TTATATCTAT
GTGAAAAGAT
CGCCGGATAA
GGCACGATAA
AGAAGGAACG
GCATTATGTT
AATCCATGGG
TCCTGAGACT
GCAGACGCCT
GGGCTCACTA
TTGACGAAAA
GACCAGAGCA
AGGGAATCTG
TCTTCCAGAT
TTGTCCAGGC
CCTTGGCAGT
TCCACGAGGA
GAGACCGCAC
CTTGCTGCTG
AGGCTARAGC
TTCCTGGCAA
CCCGAAAGGA
GGGCCTCTAA

CGCCAGCAAC
TCGAGATCTC
CAATTCCCCT
AGACAATTGC
TGAAGATGAT
CATTCGTAAT
GGACATGACA
GTACAAGGAT
ATCCACGCTG
TATCAAGGAC
CAAGATGCAA
CGATCTCTTT
CACTGTCCAA
CCATCATCAT
GTGTRAAAAAA
GGCTCTCATC
TGACATCGTG
GAATCTCACA
CARGTCCTCT
CGGAACTGCG
ATTCAACAAC
CTGCAGAGGT
CATCTCTTCA
GAAGGACTTC
AAGGGGCTCC
CCACCTAATG
CCAGATGCCC
TTGACTCGAG
AGCTGAGTTG
ACGGGTCTTG

CGCACCTGTG
GATCCCGCGA
CTAGACCACA
ATCAACTTTG
GAAAACCTGG
TTAAATGACC
GACAGTGACT
TCTCAGCCGC
TCGTGTGAGA
ACGARGTCTG
TTTGAATCAT
AAACTTATTIT
AATGAAGACT
CATCATCATG
AATCATGATG
ATATGCAATA
GGGATGAAAA
GCCAGGGATA
GACAGCACGT
CATAAAAAGA
CGCAACTGCC
GAAAAACATG
CAGTCATCTG
ATTGCTTTCT
ATCTTCATTA
GAAATATTTC
ACCATAGAAC
CACCACCACC
GCTGCTGCCA
AGGGGTTTTT



ES 2369359 T3

pET28prolL18casp5+pgl

Bnul1021
Knal
AcchS]

Mscl

Dralll
Psil

BamHI

Btrl
Sacll

Sbfl
Sacl
Ecl13600 Smal
. Xmal

Bsal

Clal
Nrul

Spel
7456 bps
Ahdl
BsrGI Peil
SexAl Saol
Swal Accl
HindITl Bst11071
T7 Promoter
Xbal
SerAl

Apa. Hpal

Figura 5
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SEQ ID NO:14

DA

ES 2369359 T3

PET28prolILl8casp5+pgl

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

TGGCGAATGG
CAGCGTGACC
CTTTCTCGCC
GTTCCGATTT
ACGTAGTGGG
CTTTAATAGT
TTTTGATTTA
ACAAAAATTT
TCGGGGAAAT
TCCGCTCATG
TCATATCAGG
ACTCACCGAG
GTCCAACATC
AATCACCATG
AGACTTGTTC
CGTTATTCAT
AATTACAAAC
TTTCACCTGA
TGGTGAGTAA
TAAATTCCGT
CTTTGCCATG
TCGCACCTGA
TGTTGGAATT
CCCTTGTATT
CGTGAGTTTT
GATCCTTTTT
GTGGTTTGTT
AGAGCGCAGA
AACTCTGTAG
AGTGGCGATA
CAGCGGTCGG
ACCGAACTGA
AAGGCGGACA
CCAGGGGGAA
CGTCGATTTT
GCCTTTTTAC
TCCCCTGATT
AGCCGAACGA
TATTTTCTCC

GACGCGCCCT
GCTACACTTG
ACGTTCGCCG
AGTGCTTTAC
CCATCGCCCT
GGACTCTTGT
TAAGGGATTT
AACGCGAATT
GTGCGCGGAA
AATTAATTCT
ATTATCAATA
GCAGTTCCAT
AATACAACCT
AGTGACGACT
AACAGGCCAG
TCGTGATTGC
AGGAATCGAA
ATCAGGATAT
CCATGCATCA
CAGCCAGTTT
TTTCAGAAAC
TTGCCCGACA
TAATCGCGGC
ACTGTTTATG
CGTTCCACTG
TTCTGCGCGT
TGCCGGATCA
TACCAAATAC
CACCGCCTAC
AGTCGTGTCT
GCTGAACGGG
GATACCTACA
GGTATCCGGT
ACGCCTGGTA
TGTGATGCTC
GGTTCCTGGC
CTGTGGATAA
CCGAGCGCAG
TTACGCATCT

GTAGCGGCGC
CCAGCGCeCT
GCTTTCCCCG
GGCACCTCGA
GATAGACGGT
TCCAAACTGG
TGCCGATTTC
TTAACAAAAT
CCCCTATTTG
TAGAAAAACT
CCATATTTTT
AGGATGGCAA
ATTAATTTCC
GAATCCGGTG
CCATTACGCT
GCCTGAGCGA
TGCAACCGGC
TCTTCTAATA
TCAGGAGTAC
AGTCTGACCA
AACTCTGGCG
TTATCGCGAG
CTAGAGCAAG
TAAGCAGACA
AGCGTCAGAC
AATCTGCTGC
AGAGCTACCA
TGTCCTTCTA
ATACCTCGCT
TACCGGGTTG
GGGTTCGTGC
GCGTGAGCTA
AAGCGGCAGG
TCTTTATAGT
GTCAGGGGGG
CTTTTGCTGG
CCGTATTACC
CGAGTCAGTG
GTGCGGTATT

42

ATTAAGCGCG
AGCGCCCGCT
TCAAGCTCTA
CCCCAAAAAA
TTTTCGCCCT
AACAACACTC
GGCCTATTGG
ATTAACGTTT
TTTATTTTTC
CATCGAGCAT
GAAARAGCCG
GATCCTGGTA
CCTCGTCAAA
AGAATGGCAA
CGTCATCAAA
GACGARATAC
GCAGGAACAC
CCTGGAATGC
GGATAAAATG
TCTCATCTGT
CATCGGGCTT
CCCATTTATA
ACGTTTCCCG
GTTTTATTGT
CCCGTAGAAA
TTGCAAACAA
ACTCTTTTTC
GTGTAGCCGT
CTGCTAATCC
GACTCAAGAC
ACACAGCCCA
TGAGAAAGCG
GTCGGAACAG
CCTGTCGGGT
CGGAGCCTAT
CCTTTTGCTC
GCCTTTGAGT
AGCGAGGAAG
TCACACCGCA

GCGGGTGTGG
CCTTTCGCTT
AATCGGGGGC
CTTGATTAGG
TTGACGTTGG
AACCCTATCT
TTAAAAAATG
ACAATTTCAG
TAAATACATT
CAAATGAAAC
TTTCTGTAAT
TCGGTCTGCG
AATAAGGTTA
AAGTTTATGC
ATCACTCGCA
GCGATCGCTG
TGCCAGCGCA
TGTTTTCCCG
CTTGATGGTC
AACATCATTG
CCCATACAAT
CCCATATAAA
TTGAATATGG
TCATGACCAA
AGATCAAAGG
AAAAACCACC
CGAAGGTAAC
AGTTAGGCCA
TGTTACCAGT
GATAGTTACC
GCTTGGAGCG
CCACGCTTCC
GAGAGCGCAC
TTCGCCACCT
GGAAAAACGC
ACATGTTCTT
GAGCTGATAC
CGGAAGAGCG
TATATGGTGC

TGGTTACGCG
TCTTCCCTTC
TCCCTTTAGG
GTGATGGTTC
AGTCCACGTT
CGGTCTATTC
AGCTGATTTA
GTGGCACTTT
CAAATATGTA
TGCAATTTAT
GAAGGAGAAA
ATTCCGACTC
TCAAGTGAGA
ATTTCTTTCC
TCAACCAAAC
TTAAAAGGAC
TCAACAATAT
GGGATCGCAG
GGAAGAGGCA
GCAACGCTAC
CGATAGATTG
TCAGCATCCA
CTCATAACAC
AATCCCTTAA
ATCTTCTTGA
GCTACCAGCG
TGGCTTCAGC
CCACTTCAAG
GGCTGCTGCC
GGATAAGGCG
AACGACCTAC
CGAAGGGAGA
GAGGGAGCTT
CTGACTTGAG
CAGCAACGCG
TCCTGCGTTA
CGCTCGCCGC
CCTGATGCGG
ACTCTCAGTA
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CAATCTGCTC
GGTCATGGCT
GCTCCCGGCA
GTTTTCACCG
GTGAAGCGAT
AAGCGTTAAT
GGTCACTGAT
ACGAGAGAGG
TTGTGAGGGT
TCAATGCCAG
TGCGATGCAG
CGAAACACGG
GCAGTCGCTT
CCGCCAGCCT
CATGCCGGCG
GGCTTGAGCG
GCTCCAGCGA
GAGTTGCATG
CCGGAAGGAG
ATGAGTGAGC
CCTGTCGTGC
TGGGCGCCAG
CCGCCTGGCC
AATCCTGTTT
ATCCCACTAC
CGCCCAGCGC
GCATTTGCAT
TCGGCTGAAT
AGACAGAACT
GCTCCACGCC
GGTCAGAGAC
CATCCTGGTC
TGTGCACCGC
TGGCACCCAG
GGGCCAGACT
CCACGCGGTT
TCGCAGAAAC
CATACTCTGC
CTTCCGGGCG
TCTCGACGCT
CCGTTGAGCA
CCGGCCACGG

ES 2369359 T3

TGATGCCGCA
GCGCCCCGAC
TCCGCTTACA
TCATCACCGA
TCACAGATGT
GTCTGGCTTC
GCCTCCGTGT
ATGCTCACGA
AAACAACTGG
CGCTTCGTTA
ATCCGGAACA
AAACCGAAGA
CACGTTCGCT
AGCCGGGTCC
ATAATGGCCT
AGGGCGTGCA
AAGCGGTCCT
ATAAAGAAGA
CTGACTGGGT
TAACTTACAT
CAGCTGCATT
GGTGGTTTTT
CTGAGAGAGT
GATGGTGGTT
CGAGATATCC
CATCTGATCG
GGTTTGTTGA
TTGATTGCGA
TAATGGGCCC
CAGTCGCGTA
ATCAAGAAAT
ATCCAGCGGA
CGCTTTACAG
TTGATCGGCG
GGAGGTGGCA
GGGAATGTAA
GTGGCTGGCC
GACATCGTAT
CTATCATGCC
CTCCCTTATG
CCGCCGCCGC
GGCCTGCCAC

TAGTTAAGCC
ACCCGCCAAC
GACAAGCTGT
AACGCGCGAG
CTGCCTGTTC
TGATAAAGCG
AAGGGGGATT
TACGGGTTAC
CGGTATGGAT
ATACAGATGT
TAATGGTGCA
CCATTCATGT
CGCGTATCGG
TCAACGACAG
GCTTCTCGCC
AGATTCCGAA
CGCCGAAAAT
CAGTCATAAG
TGAAGGCTCT
TAATTGCGTT
AATGAATCGG
CTTTTCACCA
TGCAGCAAGC
AACGGCGGGA
GCACCAACGC
TTGGCAACCA
ABRACCGGACA
GTGAGATATT
GCTAACAGCG
CCGTCTTCAT
AACGCCGGAA
TAGTTAATGA
GCTTCGACGC
CGAGATTTAA
ACGCCAATCA
TTCAGCTCCG
TGGTTCACCA
AACGTTACTG
ATACCGCGAA
CGACTCCTGC
AAGGAATGGT
CATACCCACG

43

AGTATACACT
ACCCGCTGAC
GACCGTCTCC
GCAGCTGCGG
ATCCGCGTCC
GGCCATGTTA
TCTGTTCATG
TGATGATGAA
GCGGCGGGAC
AGGTGTTCCA
GGGCGCTGAC
TGTTGCTCAG
TGATTCATTC
GAGCACGATC
GAAACGTTTG
TACCGCAAGC
GACCCAGAGC
TGCGGCGACG
CAAGGGCATC
GCGCTCACTG
CCAACGCGCG
GTGAGACGGG
GGTCCACGCT
TATAACATGA
GCAGCCCGGA
GCATCGCAGT
TGGCACTCCA
TATGCCAGCC
CGATTTGCTG
GGGAGAAAAT
CATTAGTGCA
TCAGCCCACT
CGCTTCGTTC
TCGCCGCGAC
GCAACGACTG
CCATCGCCGC
CGCGGGAAAC
GTTTCACATT
AGGTTTTGCG
ATTAGGAAGC
GCATGCAAGG
CCGAAACAAG

CCGCTATCGC
GCGCCCTGAC
GGGAGCTGCA
TAAAGCTCAT
AGCTCGTTGA
AGGGCGGTTT
GGGGTAATGA
CATGCCCGGT
CAGAGAAAAA
CAGGGTAGCC
TTCCGCGTTT
GTCGCAGACG
TGCTAACCAG
ATGCGCACCC
GTGGCGGGAC
GACAGGCCGA
GCTGCCGGCA
ATAGTCATGC
GGTCGAGATC
CCCGCTTTCC
GGGAGAGGCG
CAACAGCTGA
GGTTTGCCCC
GCTGTCTTCG
CTCGGTAATG
GGGAACGATG
GTCGCCTTCC
AGCCAGACGC
GTGACCCAAT
AATACTGTTG
GGCAGCTTCC
GACGCGTTGC
TACCATCGAC
AATTTGCGAC
TTTGCCCGCC
TTCCACTTTT
GGTCTGATAA
CACCACCCTG
CCATTCGATG
AGCCCAGTAG
AGATGGCGCC
CGCTCATGAG

TACGTGACTG
GGGCTTGTCT
TGTGTCAGAG
CAGCGTGGTC
GTTTCTCCAG
TTTCCTGTTT
TACCGATGAA
TACTGGARACG
TCACTCAGGG
AGCAGCATCC
CCAGACTTTA
TTTTGCAGCA
TAAGGCAACC
GTGGGGCCGC
CAGTGACGAA
TCATCGTCGC
CCTGTCCTAC
CccGeaeeca
CCGGTGCCTA
AGTCGGGAAA
GTTTGCGTAT
TTGCCCTTCA
AGCAGGCGAA
GTATCGTCGT
GCGCGCATTG
CCCTCATTCA
CGTTCCGCTA
AGACGCGCCG
GCGACCAGAT
ATGGGTGTCT
ACAGCAATGG
GCGAGAAGAT
ACCACCACGC
GGCGCGTGCA
AGTTGTTGTG
TCCCGCGTTT
GAGACACCGG
AATTGACTCT
GTGTCCGGGA
TAGGTTGAGG
CAACAGTCCC
CCCGAAGTGG
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CGAGCCCGAT
GCGCCGGTGA
AATTAATACG
CCTTAAGGAG
TGGCAATGAA
AATCAGATTA
AGGTCCTATT
GCCGAGACAA
GCGGAATGGC
ACAAGATTAT
ATATCATATT
CCAGCTATGA
TAAAGAAAGA
AGTGGAGGAT
GCATACTCAA
AGATCTATCC
CAAAGTTTGA
GGCTGCTTCA
TGGAGTCAGT
TCTTGGTACT
AAAAACCGGA
TCAGTCTAAA
GGGAACTCTG
AGAACCTGGA
GTTCTTCAAC
CGGAACTCAT
GGAAGGTACA
GAGCAACCTT
CTGGTGGCCC
CGTCGGCCTG
CGCCGGCCGG
TGGGCGCAGT
GATCACAGTC
CGGCCTGGTT
CTACCAGCCG
GCTGCCATTG
GCTGTTCCCG
CCTGCCGATG
GGCGGCGGCG
CGCCGCGCTG
GCTGACGATC
GATCCGGCTG

ES 2369359 T3

CTTCCCCATC
TGCCGGCCAC
ACTCACTATA
GATATAACAT
ATTTATTGAC
CTTTGGCAAG
TATCGACCAA
TGCGCCGCGA
CGTAACTATT
TAGTTTCAAA
TTTCCAGCGC
AGGGTACTTT
GGACGAGCTA
ATAATACCAG
ACTTTGTCCT
AATAAAAAAG
TCACCTGCCT
AGGCCTGGGC
GCTGAGGGCA
CATGTCTCAT
TGTGCTGCTT
GGACAAACCC
GGTCAGAGAC
GGCAGATTCT
ACCACATAAC
CACATGCTTC
GAAATCATTT
GACAAGAGAT
GCGATGGGAG
CAGGTCTGGG
TTGCGCTCGG
CCGGTGGCCT
AGCCTGGCCG
CGCCGCCACC
GCGGCGAGCC
CCGATCGACG
AACAGCCCTG
TGGGCGCCGA
AAGGTGCAGC
GCGGTCGAGG
CATTGGTACC
CTAACAAAGC

GGTGATGTCG
GATGCGTCCG
GGGGAATTGT
ATGGCTGCTG
AATACGCTTT
CTTGAGAGCA
GGGAATCGTC
ACCATTTTCA
TCTGTCAAAT
GAGATGAATC
AGCGTGCCGG
CTTGCATGCG
GGCGATCGCA
GAATAAATAA
CGTGAAGAAT
AGAGAGGACC
GCAAGGAATG
TACACTGTGG
TTTGCTGCCA
GGCATCCTAG
TATGACACCA
AAGGTCATCA
TCTCCAGCAT
GTTTGCAAGA
GTGTCCTGGA
CAGAAATATT
GAAGTTCCAC
TTCTACCTCT
GAGTTGGTAT
GCAGCGCCGC
CGCTGGCCGA
TCCTCGAAGC
ACGAGCGCTG
TGCTCCGTGG
TGGAGGAAGC
TGCTGGTCCT
GCCTGGACCT
GCGTGCCGCA
TGCTGGCGAT
ACGAACGGCG
CCTGAGTGGC
CCGAAAGGAA

44

GCGATATAGG
GCGTAGAGGA
GAGCGGATAA
AACCAGTAGA
ACTTTATAGC
AACTATCGGT
CACTATTCGA
TTATATCTAT
GTGAAAAGAT
CGCCGGATAA
GGCACGATAA
AGAAGGAACG
GCATTATGTT
AATCCATGGG
TCCTGAGACT
GCAGACGCCT
GGGCTCACTA
TTGACGAAAA
GACCAGAGCA
AGGGAATCTG
TCTTCCAGAT
TTGTCCAGGC
CCTTGGCAGT
TCCACGAGGA
GAGACCGCAC
CTTGCTGCTG
AGGCTAAAGC
TTCCTGGCAA
GGCGATTTCT
CGAGCAGGCC
GCAGGGCCAG
CTTGAGCGAG
GGTGCCGGAG
CGAGGCGGCG
GGCCGAGCTG
CGGCATGGGC
GGCGATGGAT
CCAGCGCCTG
CCAGGGCCAG
GATGCCGGTT
GGACTCGAGC
GCTGAGTTGG

CGCCAGCAAC
TCGAGATCTC
CAATTCCCCT
AGACAATTGC
TGAAGATGAT
CATTCGTAAT
GGACATGACA
GTACAAGGAT
ATCCACGCTG
TATCAAGGAC
CAAGATGCAA
CGATCTCTTT
CACTGTCCAA
CCATCATCAT
GTGTAAAAAA
GGCTCTCATC
TGACATCGTG
GAATCTCACA
CAAGTCCTCT
CGGAACTGCG
ATTCAACAAC
CTGCAGAGGT
CATCTCTTCA
GAAGGACTTC
AAGGGGCTCC
CCACCTAATG
CCAGATGCCC
TTGACTCGAG
GAGTTGAAGC
CGCGGCCTGG
GCGCTGCTGG
GAGCCGCTGG
TCGCATGCCG
AAGGCGCGCT
GCCGACCATC
GACGACGGCC
CCCCAGGGGA
ACCCTGCCGC
TCCAAGCTGG
CGCGCCTTCC
ACCACCACCA
CTGCTGCCAC

CGCACCTGTG
GATCCCGCGA
CTAGACCACA
ATCAACTTTG
GAAAACCTGG
TTAAATGACC
GACAGTGACT
TCTCAGCCGC
TCGTGTGAGA
ACGAAGTCTG
TTTGAATCAT
AAACTTATTT
AATGAAGACT
CATCATCATG
AATCATGATG
ATATGCAATA
GGGATGAAAA
GCCAGGGATA
GACAGCACGT
CATAAAAAGA
CGCAACTGCC
GAAAAACATG
CAGTCATCTG
ATTGCTTTCT
ATCTTCATTA
GAAATATTTC
ACCATAGAAC
CTCGGTGGCC
TGCCGGCCGG
CCGCCGAGGT
TGGTGTCCGG
ACTGGTCGCG
ATAGCAACGC
TCATCGGCCT
ACCTGCACGA
ATACCGCCTC
CGCGCCGTTG
GCGCCGTGCT
CCACCCTGAA
TCCGCGCGCC
CCACCACTGA
CGCTGAGCAA



ES 2369359 T3

7381 TAACTAGCAT AACCCCTTGG GGCCTCTAAA CGGGTCTTGA GGGGTTTTTT GCTGAAAGGA
7441 GGAACTATAT CCGG

Figura 6
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SEQ ID NO:7

DNA

ES 2369359 T3

PGL de Pseudomonas aeruginosa

ATG
GTC
GCC
CAG
GAA
CTG
GGC
TTC
CTG
GTC
AGC
CTG
CGC
CAG
CGG
TGG

GGA
GGC
GCC
GCG
GCC
GCccC
CTG
ATC
GCC
CTC
ccT
CCG
GCC
TCC
CGG
TAC

GGA
CTG
GAG
CTG
TTG
GAC
GTT
GGC
GAC
GGC
GGC
ATG
GTG
AAG
ATG
CcCC

GTT
CAG
GTC
CTG
AGC
GAG
CGC
CTC
CAT
ATG
CTG
TGG
CTG
CTG
CCG
TGA

GGT
GTC
GCC
GTG
GAG
CGC
cGC
TAC
CAC
GGC
GAC
GCG
GCG
GCC
GTT

ATG
TGG
GGC
GTG
GAG
TGG
CAC
CAG
CTG
GAC
CTG
cCG
GCG
ACC
CGC

GCG
GGC
CGG
TCC
CCG
GTG
CTG
CCG
CAC
GAC
GCG
AGC
GCG
CTG
GCC

ATT
AGC
TTG
GGT
CTG
CCG
CTC
GCG
GAG
GGC
ATG
GTG
AAG
AAC
TTC

TCT
GCC
CGC
GGG
GAC
GAG
CGT
GCG
CTG
CAT
GAT
CCG
GTG
GCC
CTC

Figura 7
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GAG
GCC
TCG
cGC
TGG
TCG
GGC
AGC
CCA
ACC
CCC
CAC
CAG
GCG
CGC

TTG
GAG
GCG
AGT
TCG
CAT
GAG
CTG
TTG
GCC
CAG
CAG
CTG
CTG
GCG

AAG
CAG
CTG
CCG
CGG
GCC
GCG
GAG
CCG
TCG
GGG
CGC
CTG
GCG
CCG

CTG
GCC
GCC
GTG
ATC
GAT
GCG
GAA
ATC
CTG
ACG
CTG
GCG
GTC
CTG

CCG
CcGC
GAG
GCC
ACC
AGC
AAG
GCG
GAC
TTC
CGC
ACC
ATC
GAG
ACG

GCC
GGC
CAG
TTC
GTC
AAC
GCG
GCC
GTG
cca
CGT
CTG
CAG
GAC
ATC

GGC
CTG
GGC
CcTC
AGC
GCC
CGC
GAG
CTG
AAC
TGC
CcCG
GGC
GAA
CAT



ES 2369359 T3

SEQ ID NO:8

aminoacidos

PGL de Pseudomonas aeruginosa
MGGVGMAISELKLPAGVGLQVWGSAAEQARGLAAEVAGRLRSALAEQGQALLVVSGGRSPVAFLEA
LSEEPLDWSRITVSLADERWVPESHADSNAGLVRRHLLRGEAAKARFIGLYQPAASLEEAAELADH
HLHELPLPIDVLVLGMGDDGHTASLFPNSPGLDLAMDPQGTRRCLPMWAPSVPHQRLTLPRAVLAA
AKVQLLAIQGQSKLATLNAALAVEDERRMPVRAFLRAPLTIHWYP

Figura 8
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