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DESCRIPCION
Produccién de FGF18 en huéspedes procariotas

Antecedentes de la invenciéon

La identificacion y disponibilidad aumentada de genes de seres humanos y otros genomas ha conducido a un
aumento de la necesidad de expresion y purificacion eficaz de proteinas recombinantes. La expresiéon de proteinas
en bacterias es de lejos el enfoque mas ampliamente usado para la produccion de genes clonados. Por muchas
razones, la expresion en bacterias se prefiere a la expresion en células eucariotas. Por ejemplo, las bacterias son
mucho mas faciles de cultivar que las células eucariotas. Mas especificamente, la disponibilidad de una gran
cantidad de herramientas genéticas moleculares sofisticadas y miles de mutantes hacen a E. coli, como un huésped
de expresion, extremadamente Gtil para produccion de proteinas. Sin embargo, la produccion de alto nivel de
proteinas funcionales en E. coli., especialmente las de fuentes eucariotas ha sido con frecuencia dificil.

FGF18 es un miembro de la familia del factor de crecimiento de fibroblastos que comparte homologia de secuencia
significativa con FGF8 y FGF17. Se cree que estos tres factores comprenden una subfamilia de las proteinas FGF.
Como con todos los miembros de la familia de la FGF, FGF18 tiene efectos discretos en tejidos tanto en desarrollo
como adultos y se cree que desempefia un papel en el desarrollo embrionario y la curacion de heridas (véase, por
ejemplo, Ornitz y Marie, Genes & Development, 16: 1446-1465 (que analiza el papel de todas las FGF, incluyendo
FGF18 en el desarrollo de hueso)). En particular, se ha mostrado que FGF18 tiene efectos proliferativos en cartilago
y tejidos neurales, entre otros (Ellsworth y col, Osteoarthritis and Cartilage (2002) 10, 308 320; Ellsworth y col.
Stroke (2003) 34(6): 1507-12).

Se ha producido FGF18 en células procariotas, en particular E. coli. La proteina producida en bacterias resultante no
esta glucosilada y se produce en un estado agregado. Los experimentos iniciales indicaron que FGF18 producida en
bacterias dio como resultado truncacion de la proteina, produciendo FGF18 truncada (trFGF18). Como la version
truncada parecia tener propiedades biolégicas muy similares, si no idénticas, a la proteina de longitud completa, se
realizaron después construcciones que producian solamente la version truncada. La produccion de FGF18 o
trFGF18 de E. coli requiere que las proteinas agregadas se solubilicen a partir de los cuerpos de inclusién insolubles
y se renaturalicen o replieguen. Sin la renaturalizacion, la actividad especifica de la proteina recombinante se
reducira significativamente.

A pesar de los avances en la expresion de proteinas recombinantes en huéspedes bacterianos, existe una
necesidad de procedimientos mejorados para producir proteinas FGF18 y trFGF18 bioldgicamente activas y
recombinantes purificadas en sistemas procariotas que dan como resultado mayores rendimientos para produccion
proteica. Estos y otros aspectos de la invencion resultaran evidentes tras la referencia a la siguiente descripcion
detallada. Ademas, se identifican posteriormente diversas referencias.

Ellsworth J L y col., Osteoarthritis and Cartilage. Abril 2002. Vol. 10 (4), paginas 308-320, indica que FGF-18 es un
factor trofico para condrocitos maduros y sus progenitores.

Hu M C y col, Molecular and Cellular Biology, Vol. 18(10), Octubre de 1998, paginas 6063-6074, indica que FGF-18
es un miembro de la familia FGF y estimula proliferacion hepatica e intestinal.

Ellsworth J L y col, Stroke. Junio de 2003, Vol. 34(6), paginas 1507-1512, indica que FGF-18 redujo los volimenes
de infarto y los déficits de comportamiento después de oclusion transitoria de la arteria cerebral media en ratas.

El documento WO 01/39788 describe procedimientos para dirigirse a células que expresan FGFR3 o FGFR2.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un vector de expresion como se define en las reivindicaciones
para producir proteinas FGF18 o trFGF18 que comprenden los elementos unidos de forma operativa de un origen de
replicacién procariota, un elemento de ADN de inicio de la transcripcidn y secuencia polinucleotidica y un terminador
de la transcripcion. En otro aspecto, el vector de expresion es el vector pSDH170 (SEC ID N°:1) que puede usarse
para producir FGF18. En otro aspecto, el vector de expresion es pSDH174 (SEC ID N°: 2) que puede usarse para
producir trFGF18. Realizaciones adicionales que proporcionan el vector de expresion pueden incluir un marcador
seleccionable.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona células huésped procariotas como se define en las
reivindicaciones transformadas con los vectores de expresion que se ha descrito que comprenden SEC ID N°: 3:,
una secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido de SEC ID N°: 4. 0 un vector pSDH170 (SEC ID N°: 1). En
otro aspecto, la presente invencién proporciona células huésped procariotas como se define en las reivindicaciones
transformadas con los vectores de expresion que se ha descrito que comprenden SEC ID N° 5, una secuencia
polinucleotidica que codifica el polipéptido de SEC ID N°: 6 o vector pSDH174 (SEC ID N°: 2). En otra realizacion, la
cepa huésped es la cepa de E. coliW3110 o la cepa zGOLD1 o zGOLDS.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona procedimientos como se define en las reivindicaciones para
producir proteinas FGF18 o trGF18 en condiciones en las que se expresa la proteina FGF18 o trFGF18. En una
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realizacién, el procedimiento comprende cultivar una célula huésped que expresa FGF18 después de transformarse
con pSDH170. En una segunda realizacién, el procedimiento comprende cultivar una célula huésped que expresa
trfgh18 después de transformarse con pSDH174. En otra realizacion, el procedimiento comprende cultivar una célula
huésped transformada con un vector de expresion que comprende SEC ID N°: 1. En realizaciones adicionales, el
procedimiento comprende cultivar una célula huésped transformada con un vector de expresién que comprende
SEC ID No: 2. El procedimiento también comprende recuperar las células huésped del medio de crecimiento y
después aislar la proteina FGF18 o trFGF18 de las células huésped.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona procedimientos para producir FGF18 o trFGF18 que comprende
las etapas que se han descrito anteriormente, en un procedimiento de fermentacion semicontinuo o un
procedimiento de fermentacién discontinuo como se ha definido en las reivindicaciones. En otro aspecto, la presente
invencion proporciona procedimientos como se definen en las reivindicaciones para producir una proteina FGF18 o
trFGF18 que comprende cultivar una célula huésped como se ha descrito anteriormente en un matraz de agitacion a
una DOggp de 5 a 20 en un medio de crecimiento, inocular un frasco de fermentaciéon con de 1 a 12 % de volumen a
volumen (v/v) de medio de matraz de agitacion que contiene células huésped, cultivar la célula huésped en un medio
de crecimiento a un pH de 6,2 a 7,2, suministrandose una solucion de alimentacion al frasco de fermentacién antes
de que transcurrieran 15 horas de tiempo de fermentacion (EFT), afiadir un agente inductor al frasco de
fermentacién a 20 a 30 horas de EFT y recoger las células huésped a 48 a 56 horas de EFT. En una realizacién, el
agente inductor es isopropil B-D tiogalactopiranésido (IPTG) a de 0,5 a 2 mM. En otra realizacion, la solucion de
alimentacién comprende un carbohidrato seleccionado del grupo que consiste en glicerol y glucosa y la alimentacién
es de 5 a 15 gramos de carbohidrato por hora. En otra realizacion, el glicerol en la solucién de suministro es de 40 a
70 % v/v de glicerol o la glucosa es de 40 a 70 % p/v de glucosa. En realizaciones adicionales, el glicerol es de
aproximadamente 70 % v/v o la glucosa es de aproximadamente 60 % p/v.

En un aspecto, la presente invencién proporciona procedimientos como se define en las reivindicaciones para
producir FGF18 o trFGP18 que comprenden sembrar en un matraz un indculo que comprende células huésped E.
coli W3110 que expresan un polipéptido de FGF18 o trFGF18 como se muestra en SEC ID N°: 4 o SEC ID N°: 6 o
una célula huésped E. coli W3110 que comprende vector pSDH170 o pSDH174, en los que se expresa un
polipéptido FGF18 o trFGF18 y comprendiendo el medio crecimiento aproximadamente 5 g/l de glicerol, cultivar el
in6culo en un medio de crecimiento durante 16 a 20 horas a aproximadamente 30 T, transferir el inécul o en medio
de crecimiento a un fermentador discontinuo a una concentracion de in6culo de 0,5 a 5 % v/v, fermentar la
fermentacion discontinua a aproximadamente 37 C y aproximadamente pH 6,8 con glicerol aproximadamente 2 %,
introducir un suministro de glucosa a aproximadamente 8 horas EFT de aproximadamente 9,5 g de glucosa/
litro/hora y continuar hasta el final de un ciclo de fermentacién, afiadir IPTG a aproximadamente 24 horas EFT a
concentracion final de 0,5 a 2 mM, fermentar aproximadamente 28 horas de IPTG recogiendo caldo de fermentacién
del fermentador, afiadir un volumen igual de agua al caldo de fermentacidon y homogeneizar y centrifugar para
recoger un sedimento celular o suspension celular que comprende material proteico de FGF18 o trFGF18.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona procedimientos como se define en las reivindicaciones para
aislar proteina FGF18 o trFGF18 insoluble que comprenden una secuencia de restos aminoacidicos como se
muestra en SEC ID N°:4 o SEC ID N°: 6 que comprende separar proteina FGF18 o trFGF18 insoluble en agua de un
sedimento o suspension celular, disolver el material de FGF18 o trFGF18 insoluble en un disolvente caotrépico, diluir
el disolvente caotropico y replegar la proteina FGF18 o trFGF18; y aislar la proteina FGF18 o trFGF18, siendo capaz
la proteina aislada de ser biolégicamente activa. En una realizacion de la invencion, la proteina FGF18 o trFGF18
aislada es al menos 90 % pura. En otra realizacién, la proteina FGF18 o trFGF18 aislada es al menos 90 % pura y
tiene un nivel de endotoxina de menos de 10 unidades de endotoxina por mg de proteina FGF18 o trFGF18.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona procedimientos como se define en las reivindicaciones para
aislar proteina FGF18 o trFGF18 insoluble que componen una secuencia de restos aminoacidicos como se muestra
en SEC ID N°: 4 o SEC ID N° 6 que comprende separar de un caldo de fermentacién un sedimento celular o
suspension celular que comprende material proteico de FGF18 o trFGF18 insoluble en agua, homogeneizar el
sedimento celular o suspension celular para recoger cuerpos de inclusion, disolver el material proteico de FGF18 o
trFGF18 insoluble en un disolvente caotrépico que comprende una sal de guanidina, diluir el disolvente caotrépico
por adicién de un tampén de replegamiento, aislar la proteina FGF18 o trFGF18 retirando proteinas no plegadas y
agregadas por filtracién y purificar la proteina replegada FGF18 o trFGF18 en una columna de intercambio catiénico,
en los que la proteina FGF18 o trFGF18 purificada y aislada es capaz de ser biolégicamente activa.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento como se define en las reivindicaciones para
aislar proteina FGF18 o trFGF18 insoluble que comprende una secuencia de restos aminoacidicos como se muestra
en SEC ID N°: 4 o SEC ID N° 6 que comprende separar de un caldo de fermentacién un sedimento celular o
suspension celular que comprende material de FGF18 o trFGF18 insoluble en agua, homogeneizar el sedimento
celular o suspension celular para recoger cuerpos de inclusion, disolver el material proteico de FGF18 o trFGF18
insoluble en un disolvente caotrépico que comprende una sal de guanidina, diluir el disolvente caotrépico por adicion
de un tampodn de replegamiento, aislar la proteina FGF18 o trFGF18 retirando proteinas no plegadas y agregadas
por filtracién, purificar la proteina replegada FGF18 o trFGF18 en una columna de intercambio cationico y purificar el
eluato de FGF18 o trFGF18 en una columna de interaccion hidréfoba, en el que la proteina FGF18 o trFGF18
purificada y aislada es capaz de ser biolégicamente activa.
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En otras realizaciones los procedimientos anteriores para aislar proteina FGF18 o trFGF18 insoluble comprenden
medir actividad biolégica usando un ensayo de unién al receptor de FGF18.

Breve descripcién de las figuras

La Figura 1 es una ilustracion del plasmido de expresion pSDM170, que comprende la secuencia de
nucleétidos con codones optimizados para FGF18.
La Figura 2 es una ilustracion del plasmido de expresién pSDH174, que comprende la secuencia de
nucleotidos de codones optimizados para trFGF18.

Descripcion de la invencion

Las siguientes definiciones se proporcionan para facilitar el entendimiento de la invencion.

Como se usa en el presente documento, “acido nucleico” o “molécula de acido nucleico” se refiere a polinucledtidos,
tales como acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN), oligonucleétidos, fragmentos generados por
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y fragmentos generados por cualquiera de ligacion, escision, accion
de endonucleasas y accion de exonucleasas. Las moléculas de &cido nucleico pueden estar compuestas de
monomeros que son nucleétidos de origen natural (tales como ADN y ARN), o analogos de nucleétidos de origen
natural (por ejemplo, formas a-enantioméricas de nucleotidos de origen natural) o una combinacién de ambos. Los
nucleétidos modificados pueden tener alteraciones en restos de azlcares y/o en restos de base pirimidina o purina.
Las modificaciones de azucares incluyen, por ejemplo, reemplazo de uno o mas grupos hidroxilo con halégenos,
grupos alquilo, aminas y grupos azido o pueden funcionalizarse azlcares como éteres o ésteres. Ademas, el resto
de azucar completo puede reemplazarse con estructuras estérica y electrénicamente similares, tales como aza-
azucares y analogos de azucar carbociclicos. Los ejemplos de modificaciones en un resto base incluyen purinas y
pirimidinas alquiladas, purinas o pirimidinas aciladas u otros sustitutos heterociclicos bien conocidos. Los
monomeros de acido nucleico pueden enlazarse por enlaces fosfodiéster o analogos de tales engarces. Los
analogos de engarces fosfodiéster incluyen fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodiselenoato,
fosforoanotioato, fosforoanilidato, fosforamidato y similares. La expresion “molécula de &cido nucleico” también
incluye los denominados “acidos péptido nucleicos”, que comprenden bases de acido nucleico modificadas o de
origen natural unidas a una cadena principal de poliamida. Los acidos nucleicos pueden ser monocatenarios o
bicatenarios.

La expresiéon “complemento de una molécula de acido nucleico” se refiere a una molécula de acido nucleico que
tiene una secuencia de nucledtidos complementaria y orientacién inversa en comparacion con una secuencia de
nucleétidos de referencia.

Un “potenciador” es un tipo de elemento regulador que puede aumentar la eficacia de transcripcion,
independientemente de la distancia u orientacién del potenciador en relacion con el sitio de comienzo de la
transcripcion.

“ADN heterdlogo” se refiere a una molécula de ADN o una poblaciéon de moléculas de ADN, que no existe de forma
natural dentro de una célula huésped dada. Las moléculas de ADN heterdlogas para una célula huésped particular
pueden contener ADN derivado de la especie de la célula huésped (es decir, ADN enddgeno) siempre que ese ADN
huésped se combine con un ADN no huésped (es decir, ADN exdgeno). Por ejemplo, se considera que una molécula
de ADN que contiene un segmento de ADN no huésped que codifica un polipéptido unido de forma operativa a un
segmento de ADN huésped que comprende un promotor de transcripcién es una molécula de ADN heteréloga. Por
el contrario, una molécula de ADN heteréloga puede comprender un gen endégeno unido operativamente con un
promotor exdgeno. Como otra ilustracién, se considera que una molécula de ADN que comprende un gen derivado
de una célula de tipo silvestre es ADN heter6logo si la molécula de ADN se introduce en una célula mutante que
carece del gen de tipo silvestre.

El término “contig” indica una molécula de acido nucleico que tiene un tramo contiguo de secuencia idéntica o
complementaria a otra molécula de acido nucleico. Se dice que las secuencias contiguas “solapan” en un tramo
dado de una molécula de acido nucleico en su totalidad o a lo largo de un tramo parcial de la molécula de acido
nucleico.

“ADN complementario (ADNc)” es una molécula de ADN monocatenaria que se forma a partir de un molde de ARNm
por la enzima transcriptasa inversa. Tipicamente, se emplea un cebador complementario para partes de ARNm para
el inicio de la transcripcién inversa. Los expertos en la materia también usan el término “ADNc” para referirse a una
molécula de ADN bicatenaria que consiste en dicha molécula de ADN monocatenaria y su hebra de ADN
complementaria. El término “ADNc” también se refiere a un clon de una molécula de ADNc sintetizada a partir de un
molde de ARN.

Una “molécula de acido nucleico aislada” es una molécula de acido nucleico que no esta integrada en el ADN
gendmico de un organismo. Por ejemplo, una molécula de ADN que codifica un factor de crecimiento que se ha
separado del ADN genémico de una célula es una molécula de ADN aislada. Otro ejemplo de una molécula de acido
nucleico aislada es una molécula de acido nucleico sintetizada quimicamente que no esta integrada en el genoma

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2371219713

de un organismo. Una molécula de acido nucleico que se ha aislado de una especie particular es menor que la
molécula de ADN completa de un cromosoma de esa especie.

“ADN lineal” indica moléculas de ADN no circulares con extremos 5’ y 3’ libres. Puede prepararse ADN lineal a partir
de moléculas de ADN circular cerradas, tales como plasmidos, por digestién enzimatica o rotura fisica.

Un “promotor” es una secuencia de nucleotidos que dirige la transcripcion de un gen estructural. Tipicamente, un
promotor estéa localizado en la region no codificante 5’ de un gen, proximal al sitio de comienzo de la transcripcion de
un gen estructural. Los elementos de secuencia dentro de los promotores que actian en el inicio de la transcripcion
se caracterizan con frecuencia por secuencias de nucleétidos consenso. Estos promotores incluyen, por ejemplo,
pero sin limitaciéon, promotores inducibles por IPTG, promotores del bacteri6fago T7 y bacteriéfago Ap.. Véase
Sambrook y col, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 2001. Un promotor tipico tendra tres componentes, que consisten en las secuencias consenso a -35y -
10 con una secuencia de entre 16 y 19 nucleétidos entre ellas (Lisset, S. y Margalit, H., Nucleic Acids Res. 21: 1512,
1993). Los promotores de este tipo incluyen los promotores lac, trp, trp-lac (tac) y trp-lac(trc). Si un promotor es un
promotor inducible, entonces la tasa de transcripcion aumenta en respuesta a un agente inductor. Por el contrario, la
tasa de transcripcion no se regula por un agente inductor si el promotor es un promotor constitutivo. También se
conocen promotores reprimibles.

Un “promotor central” contiene secuencias nucleotidicas esenciales para la funcién promotora, incluyendo el
comienzo de transcripcion. Por esta definicion, un promotor central puede o no tener actividad detectable en
ausencia de secuencias especificas que pueden potenciar la actividad o conferir actividad especifica tisular.

Un “elemento regulador” es una secuencia de nucleétidos que modula la actividad de un promotor central. Por
ejemplo, un elemento regulador eucariota puede contener una secuencia de nucleétidos que se une a factores
celulares que permiten la transcripcién exclusivamente o preferencialmente en células, tejidos u organulos
particulares. Estos tipos de elementos reguladores se asocian nhormalmente con genes que se expresan de una
manera “especifica de célula”, “especifica de tejido” o “especifica de organulo”. Los promotores bacterianos tienen
elementos reguladores que se unen y modulan la actividad del promotor central, tales como secuencias operadoras

gue se unen a moléculas activadoras o represoras.

Un “vector de clonacion” es una molécula de acido nucleico, tal como un plasmido, cosmido o bacteriéfago, que
tiene la capacidad de replicarse de forma auténoma en una célula huésped. Los vectores de clonacién tipicamente
contienen uno o un pequefio nimero de sitios de reconocimiento de endonucleasa de restriccion que permiten la
insercién de una molécula de acido nucleico de una manera determinada sin pérdida de una funcion bioldgica
esencial en el vector, asi como secuencias de nucledtidos que codifican un gen marcador que es adecuado para su
uso en la identificacion y seleccion de células transformadas con el vector de clonacién. Los genes marcadores
tipicamente incluyen genes que proporcionan resistencia a antibidticos.

Un “vector de expresion” es una molécula de acido nucleico que codifica un gen que se expresa en una célula
huésped. Tipicamente, un vector de expresiéon comprende un promotor transcripcional, un gen, un origen de
replicacién, un marcador seleccionable y un terminador de transcripcion. La expresion génica habitualmente se sitlia
bajo control de un promotor y se dice que dicho gen esta “unido operativamente” al promotor. De forma similar, un
elemento regulador y un promotor central estan unidos operativamente si el elemento regulador modula la actividad
del promotor central. Un vector de expresion también puede conocerse como una construccion de expresion.

Un “huésped recombinante” es una célula que contiene una molécula de acido nucleico heterdloga, tal como un
vector de clonacidn o vector de expresion.

El término “expresién” se refiere a la biosintesis de un producto génico. Por ejemplo, en el caso de un gen
estructural, expresion implica transcripcion del gen estructural en ARNm y la traduccién de ARNm en uno o mas
polipéptidos.

La expresion “secuencia de sefal secretora” indica una secuencia de ADN que codifica un péptido (un “péptido
secretor”) que, como un componente de un polipéptido mayor, dirige al polipéptido mayor a través de una ruta
secretora de una célula en la que se sintetiza. El polipéptido mayor se escinde habitualmente para retirar el péptido
secretor durante el transito a través de la ruta secretora.

Un “polipéptido” es un polimero de restos aminoacidicos unidos por enlaces peptidicos, producidos de forma natural
o de forma sintética. Los polipéptidos de menos de aproximadamente 10 restos aminoacidicos se denominan
habitualmente “péptidos”.

Una “proteina” es una macromolécula que comprende una o mas cadenas polipeptidicas. Una proteina también
puede comprender componentes no peptidicos, tales como grupos de carbohidrato. Pueden afadirse carbohidratos
y otros sustituyentes no peptidicos a una proteina. Las proteinas se definen en el presente documento en referencia
a sus estructuras de cadena principal de aminoacidos; sustituyentes tales como grupos de carbohidrato y grupos no
peptidicos generalmente no se especifican, pero pueden no obstante estar presentes.
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Un péptido o polipéptido codificado por una molécula de ADN no huésped es un péptido o polipéptido “heterélogo”.

Un “polipéptido aislado” es un polipéptido que esta esencialmente sin componentes celulares contaminantes, tales
como carbohidratos, lipidos u otras impurezas proteinicas asociadas con el polipéptido en la naturaleza.
Tipicamente, una preparacion de polipéptido aislado contiene el polipéptido en una forma altamente purificada, es
decir, al menos aproximadamente 80 % pura, al menos aproximadamente 90 % pura, al menos aproximadamente 95
% pura, mas de 95 % pura o mas de 99 % pura. Un modo de mostrar que una preparacion proteica particular
contiene un polipéptido aislado es mediante la aparicion de una banda sencilla después de electroforesis en gel de
dodecilsulfato sédico (SDS)-poliacrilamida de la preparacion proteica y tincion con azul brillante de Coomassie del
gel. Sin embargo, el término “aislado” no excluye la presencia del mismo polipéptido en formas fisicas alternativas,
tales como dimeros o formas glucosiladas o derivatizadas de forma alternativa.

Las expresiones “amino terminal” o “N-terminal” y “carboxilo terminal” o “C-terminal” se usan en el presente
documento para indicar posiciones dentro de polipéptidos. Cuando el contexto lo permita, estas expresiones se usan
en referencia a una secuencia particular o parte de un polipéptido para indicar proximidad o posicion relativa. Por
ejemplo, una cierta secuencia posicionada carboxilo terminal a una secuencia de referencia dentro de un polipéptido
se localiza préxima al extremo carboxilo terminal de la secuencia de referencia, pero no estad necesariamente en el
extremo carboxilo terminal del polipéptido completo.

Una “proteina de fusién” es una proteina hibrida expresada por una molécula de acido nucleico que comprende
secuencias de nucleétidos de al menos dos genes.

La expresion “marcador de afinidad” se usa en el presente documento para indicar un segmento polipeptidico que
puede unirse a un segundo polipéptido para proporcionar purificacion o deteccién del segundo polipéptido o
proporcionar sitios para unién del segundo polipéptido a un sustrato. En principio, cualquier péptido o proteina para
la que esta disponible un anticuerpo u otro agente de unidn especifico puede usarse como un marcador de afinidad.
Los marcadores de afinidad incluyen un tramo de polihistidina, proteina A (Nilsson y col, EMBO J. 4: 1075 (1985);
Nilsson y col, Methods Enzymol, 198: 9 (1991), glutatién S transferasa (Smith y Johnson, Gene 67: 31 (1988),
marcador de afinidad Glu-Glu (Gruasenmayer y col, Proc Natl. Acad. Sci. USA. 82: 7952 (1985)), sustancia P,
péptido FLAG (Hopp y col, Biotechnology, 6:1204 (1988)), péptido de unién a estreptavidina u otro epitopo
antigénico o dominio de union. Véase, en general Ford y col, Protein Expression and Purification 2:95 (1991). Las
moléculas de ADN que codifican marcadores de afinidad estan disponibles de proveedores comerciales (por
ejemplo, Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ).

El término “isotonico” se usa en el presente documento para su significado convencional, es decir, una tonicidad
igual a la de la sangre, equivalente a una solucion de NaCl de 0,9 %. “Una cantidad isot6nica” de una sal es la
cantidad requerida para componer una solucién isotonica o producir una solucion isoténica tras la reconstituciéon de
una preparacion liofilizada.

Las concentraciones se especifican en el presente documento en unidades de molaridad o % p/v de composiciones
liquidas. Cuando la composicién es en forma de un polvo liofilizado, las concentraciones de los componentes
respectivos seran tales que proporcionen la concentracion especificada tras la reconstitucién del polvo.

Debido a la imprecision de los procedimientos analiticos convencionales, se entiende que los pesos moleculares y
longitudes de polimeros son valores aproximados expresados como “aproximadamente” X o “alrededor de” X, se
entendera que el valor indicado de X seréa preciso a + 10 %.

Expresion de FGF18 o TRFGF18 recombinante

La presente invencién proporciona vectores de expresion y procedimientos como se define en las reivindicaciones
para producir proteina FGF18 o trFGF18 recombinante a partir de un huésped procariota. FGF18 se designo
previamente zfgf5 y se describe completamente en las Patentes de Estados Unidos de cesién comin 5.989.866,
6.518.236 y 6.352.971. En particular, los vectores de expresion y procedimientos de la presente invencién
comprenden un sistema de expresion de E. coli para la produccién a gran escala de FGF18 o trFGF18 utilizando la
secuencia de codificacion de FGF18 o trFGF18 con cambios especificos en nucleétidos para optimizar codones y
estructura secundaria de ARNm para traduccién en E. coli. Usando los vectores de expresién y procedimientos de la
presente invencion, el gen de FGF18 o trFGF18 se produjo en E. coli a un nivel de mas de 1 g/l en fermentacion
semicontinua. Los presentes inventores descubrieron que el uso de cepas deficientes en proteasa de E. coli OmpT
como, por ejemplo, UT5600, como un huésped de produccion supero los problemas de estabilidad con FGF18 o
trFGF18. Ademas de FGF18 de longitud completa, puede producirse un polipéptido diferente, FGF18 truncado.
(trFGF18) que es la secuencia codificante de FGF18 con un coddn que codifica una Met N-terminal afiadido en el
extremo 5’ de la secuencia polinucleotidica en el aminoacido 27 (Glu) y truncada en el aminoacido 196 (Lys). La
secuencia trFGF18 es SEC ID Ne°: 5. Usando los vectores de expresion descritos en el presente documento mejord
significativamente el rendimiento de la proteina recombinante recuperada de las bacterias. En otra realizacion, para
facilitar el desarrollo de fermentacién semicontinua de alta densidad celular, se seleccioné otra cepa de E. coli,
W3110, como un huésped para la produccién a gran escala de FGF18 o trFGF18. Esta cepa huésped es no
patogénica y puede crecer a alta densidad celular en medios de fermentacion minimamente definidos. La
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productividad de FGF18 o trFGF18 en la cepa de E. coli W3110 fue comparable a la obtenida en la cepa de E. coli
UT5600 cuando se produjo en matraz de agitacién y fermentaciones discontinuas.

La presente invencion también proporciona procedimientos como se definen en las reivindicaciones para recuperar
proteina FGF18 o trFGF18 recombinante a partir de un huésped procariota cuando la proteina se expresa por el
huésped y se encuentra dentro de la célula huésped como un cuerpo de inclusién insoluble no glucosilado. Cuando
la célula procariota se lisa para aislar los cuerpos de inclusion (también denominados cuerpos refractiles), los
cuerpos de inclusion son agregados de FGF18 o trFGF18. Por lo tanto, los cuerpos de inclusion deben disociarse y
disolverse para aislar la proteina FGF18 o trFGF18 y generalmente esto requiere el uso de un disolvente caotrépico
desnaturalizante, dando como resultado la recuperacion de un polipéptido que debe replegarse para tener actividad
biolégica significativa. Una vez que se repliega la proteina FGF18 o trFGF18, la proteina debe capturarse y
purificarse. Por lo tanto, la presente invencion proporciona procedimientos para aislar proteina FGF18 o trFGF18
insoluble a partir de células procariotas, disolver el material proteico insoluble en un disolvente caotropico, diluir el
disolvente caotropico de tal manera que la proteina FGF18 o trFGF18 se repliegue y aisle. La presente invencion
también incluye procedimientos para capturar la FGF18 o trFGF18 renaturalizada a partir del tampén de
replegamiento diluido usando cromatografia de intercambio catiénico y purificar la proteina FGF18 o rFGF18
replegada usando cromatografia de interaccion hidréfoba. Puede conseguirse purificacion adicional usando
intercambio aniénico en ensayos de union usando un receptor de FGF18 y similares.

El gen de FGF18 humano codifica un polipéptido de 207 aminoacidos. La secuencia de longitud completa incluye un
péptido sefial de 27 aminoacidos, como se muestra en SEC ID N°: 3 y 4 y una proteina madura de 180 aminoacidos
que comprende del resto 28 (Glu) al resto 207 (Ala). FGF18 truncada (trFGF18) comprende el fragmento desde el
resto 28 (Glu) al 196 (Lys) con una Met N-terminal afiadida. La secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 3
(nucleodtidos de SEC ID N°: 1 1495-2040) y SEC ID N° 5 (nucledtidos de SEC ID N°: 2 1494-2007) muestra las
secuencias con codones optimizados que quedan dentro del alcance de la presente invencion.

La produccién de FGF18 o trFGF18 recombinante que utilizé un sistema de expresion de mamiferos produce
aproximadamente 20 mg/l de proteina. Por lo tanto, era deseable un sistema de expresién mas rentable para
produccioén a gran escala de FGF18 o trFGF18. Se descubrié que el sistema de E. coli era una mejor alternativa para
produccién a gran escala. La expresion en E. coli ofrece numerosas ventajas frente a otros sistemas de expresion,
particularmente bajos costes de desarrollo y altos rendimientos de produccion.

Se aisl6 FGF18 o trFGF18 recombinante expresada en E. coli como cuerpos de inclusion insolubles después de
rotura celular. En la mayoria de los casos los cuerpos de inclusion debian solubilizarse en disolvente caotrépico
desnaturalizante y la proteina replegada por dilucién del agente caotropico seguido de purificacion. Las proteinas
varian en gran medida con respecto a su ambiente de replegamiento 6ptimo. Los factores que pueden afectar a la
recuperacion de material biolégicamente activo y plegado de forma apropiada incluyen: concentracion proteica
inicial, estado oxidativo, pH, excipientes, sales, detergentes, temperatura, modo de adicion del tampdn de
replegamiento y similares.

La examinacion de los codones usados en el ADNc de FGF18 humano indicé que contenia un exceso de los
codones usados de forma menos frecuente en E. coli. Los genes con un alto contenido de codones usados en pocas
ocasiones tienden a expresarse a un nivel bajo en E. coli (Kane, Curr Opin Biotechnol. 6(5):494-500, 1995). Una
preocupacion adicional con relacién a la expresién de FGF18 humana en E. coli fue la aparicion de ocho sitios de
escisiébn de OmpT potenciales localizados en la secuencia de FGF18. OmpT es una endopeptidasa que escinde
especificamente entre dos restos basicos consecutivos y la enzima esta activa en condiciones desnaturalizantes
tales como urea 8 M y guanidina-HCI 6 M (White y col, J Biol Chem, 270 (22): 12990-4,1995; Dekker y col,
Biochemistry 40 (6): 1694-701, 2001). Pareci6é que el sitio mas cercano al extremo C-terminal de la proteina era
particularmente susceptible a escision. Esto plantea preocupaciones con respecto a la estabilidad de FGF18 de
longitud completa en un extracto celular de E. coli debido a la actividad proteolitica de OmpT.

Varios laboratorios han mostrado que el nivel de expresion de proteinas cuyos genes contienen codones poco
comunes pueden mejorarse dramaticamente cuando el nivel de ciertos ARNt poco comunes se aumenta dentro del
huésped (Zdanovsky y col, Appl Environ Microbiol. 66(8): 3166-73, 2000; Calderone y col, J Mol Biol. 262(4): 407-12;
Kleber-Janke y col, Protein Expr Purif. 19(3): 419-24, 2000; You y col, Biotechniques. 27(5): 950-4 1999). Un
enfoque alternativo es obtener por ingenieria genética la secuencia de nucleétidos para aprovechar la redundancia
del cédigo genético y no requerir mas la utilizacion de los codones poco comunes. Debido a que estos codones poco
comunes estaban en grandes cantidades en FGF18, los presentes inventores resintetizaron tanto el gen de FGF18
como el gen de trFGF18 con codones mas apropiados.

La presente invencién proporciona un vector de expresion como se define en las reivindicaciones que comprende la
secuencia codificante de FGF18 con codones optimizados para la traduccion en E. coli. También proporciona un
vector de expresion como se define en las reivindicaciones que comprende la secuencia codificante de una FGF18
truncada con codones optimizados para la traduccién en E. coli. El gen sintético que codifica trFGF18 se obtuvo por
PCR optimizada. El producto de PCR final se introdujo en un vector de expresion para expresion bajo el control del
promotor Tac. Un examen de la estructura secundaria del ADNc de trFGF18 revelé una estructura de dos horquillas
excepcionalmente estable. Se sospeché que estos bucles en horquilla eran un elemento estructural que evitaria la
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expresion eficaz de la secuencia completamente optimizada. Por lo tanto, las estructuras en horquilla se eliminaron
durante el proceso de optimizacion de codones. El gen resultante se expresé en E. coli a altos niveles. Los niveles
de expresién con la nueva construcciéon de expresion aumentaron a aproximadamente 20 % de la proteina celular
total 0 100 mg/I.

Los vectores de expresion que son adecuados para la produccion de una proteina deseada en células procariotas
comprenden tipicamente (1) elementos de ADN procariotas que codifican un origen bacteriano para el
mantenimiento del vector de expresién en un huésped bacteriano; (2) elementos de ADN que controlan el inicio de la
transcripcion, tales como un promotor; (3) elementos de ADN que controlan el procesamiento de transcritos, tales
como un terminador transcripcional y (4) un gen que codifica un marcador seleccionable, tal como resistencia a
antibiéticos. La célula huésped procariota produce FGF18 o trFGF18 tras la introduccién de un vector de expresién y
la adicion de un inductor apropiado. En consecuencia, la presente invencion contempla vectores de expresiéon que
comprenden un promotor, la secuencia de nucleétidos optimizada de FGF18 o trFGF18 y una secuencia
terminadora. La secuencia de nucleétidos de FGF18 optimizada ejemplar se muestra en SEC ID N°: 3, mientras que
la secuencia de trFGF18 optimizada ejemplar se muestra en SEC ID N° 5. En otra realizacion, el vector de
expresion comprende adicionalmente un marcador seleccionable. En una realizacién, el marcador seleccionable es
resistencia a kanamicina.

Los vectores de expresion también pueden comprender secuencias de nucleétidos que codifican un marcador
peptidico para ayudar a la purificacion de la proteina deseada. Los marcadores peptidicos que son Utiles para aislar
polipéptidos recombinantes incluyen, por ejemplo, marcadores de polihistidina (que tienen una afinidad con la resina
guelante de niquel), marcadores de c-myc, proteina de unién a calmodulina (aislada con cromatografia de afinidad
con calmodulina), sustancia P, el marcador RYIRS (que se une con anticuerpos anti-RYIRS), el marcador Glu-Glu y
el marcador FLAG (que se une a anticuerpos anti-FLAG). Véase, por ejemplo, Luo y col., Arch. Biochem. Biophys.
329:215 (1996), Morganti y col, Biotechnol. Appl. Biochem. 23:67 (1996), y Zheng y col, Gene 186:55 (1997). Estan
disponibles moléculas de acido nucleico que codifican tales marcadores peptidicos, por ejemplo, de Sigma-Aldrich
Corporation (St. Louis, MO).

Un experto en la materia estara familiarizado con una multitud de técnicas moleculares para la preparaciéon del
vector de expresién. Por ejemplo, el polinucleétido de FGF18 o trFGF18 puede prepararse sintetizando moléculas de
acido nucleico usando oligonucleétidos largos mutuamente cebadores y las secuencias de nucleétidos descritas en
el presente documento (véase, por ejemplo, Ausubel (1995) en las paginas 8-8 a 8-9). Las técnicas establecidas que
usan la reaccién en cadena de la polimerasa proporcionan la capacidad de sintetizar moléculas de ADN de al menos
dos kilobases de longitud (Adang y col, Plant Molec. Biol. 21: 1131 (1993), Bambot y col, PCR Methods and
Applications 2:266 (1993), Dillon y col, “Use of the Polymerase Chain Reaction for the Rapid Construction of
Synthetic Genes”, en Methods Molecular Biology, Vol. 15: PCR Protocols: Current Methods and Applications, White
(ed.), paginas 263-268 (Humana Press, Inc.1993), y Holowachuk y col, PCR Methods Appl. 4:299 (1995)).

Otro procedimiento para construir sistemas de expresion utiliza recombinacién homéloga usando un sistema de
levadura. Véase Patente de Estados Unidos N° 6.207.442, construccion de plasmido por recombinacion homéloga.
El sistema proporciona un plasmido aceptor universal que puede usarse para clonar un ADN que codifica cualquier
polipéptido de interés, incluyendo fusiones de polipéptidos. El sistema proporciona procedimientos para moléculas
de ADN circulares bicatenarias polipeptidicas que comprenden una region que codifica una proteina de interés. Uno
o0 mas fragmentos de ADN donadores que codifican la proteina de interés, es decir, FGF18 o trFGF18, se combinan
con un plasmido aceptor, un primer engarce de ADN y un segundo engarce de ADN en una célula huésped de
Saccharomyces cerevisiae por lo que el fragmento de ADN donador se une al plasmido aceptor por recombinacién
homéloga del ADN donador, plasmido aceptor y engarces para formar el plasmido circular cerrado.

Las moléculas de acido nucleico descritas en el presente documento también pueden sintetizarse con “maquinas
génicas” usando protocolos tales como el procedimiento de fosforamidita. Si se sintetiza quimicamente, se requiere
ADN bicatenario para una aplicacién tal como la sintesis de un gen o un fragmento génico, después se prepara cada
cadena complementaria de forma separada. La produccion de genes cortos (de 60 a 80 pares de bases) es
técnicamente sencilla y puede conseguirse sintetizando las hebras complementarias y después hibridandolas. Para
la produccién de genes mas largos (>300 pares de bases), sin embargo, pueden requerirse estrategias especiales,
debido a que la eficacia de acoplamiento de cada ciclo durante la sintesis de ADN quimica casi nunca es 100 %.
Para superar este problema, se ensamblan genes sintéticos (bicatenarios) en forma modular de fragmentos
monocatenarios que son de 20 a 100 nucleétidos de longitud. Para revisiones sobre la sintesis polinucleotidica,
véase, por ejemplo, Glick y Pasternak, Molecular Biotechnology. Principles and Applications of Recombinant DNA
(ASM Press 1994), Itakura y col, Annu. Rev. Biochem. 53:323 (1984), y Climie y col, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA
87:633 (1990).

Los ejemplos de técnicas alternativas que pueden usarse para preparar el gen de FGF18 o trFGF18 y vector de
expresion incluyen, por ejemplo, digestion y ligacién con endonucleasa de restriccion y reaccion en cadena de la
polimerasa, todas las cuales se conocen bien en la materia.

Esta disponible una amplia diversidad de genes marcadores seleccionables (véase, por ejemplo, Kaufman, Meth.
Enzymol. 185:487 (1990); Kaufman, Meth. Enzymol. 185:537 (1990)). Es habitual para los vectores de expresion
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comprender marcadores de seleccion, tales como resistencia a tetraciclina, resistencia a ampicilina, resistencia a
kanamicina, resistencia a neomicina o resistencia a cloranfenicol. Un marcador seleccionable permitira la seleccion
y/o deteccién de células que se han transformado con vectores de expresion de células que no se han transformado.
Un vector de expresion puede portar mas de un gen de resistencia a antibidticos tal. Un ejemplo de marcador
seleccionable sin resistencia a antibidticos usa el sistema hok/sok del plasmido R1. El gen hok codifica la proteina
Hok téxica de 52 aminoécidos y el gen sok codifica un ARN antisentido, que es complementario a la secuencia lider
de ARNm de hok. Este marcador seleccionable se conoce por un experto en la materia y se describe en mas detalle
en Gerdes, K. y col, Genetic Engineering. 19:49-61, 1997.

Una amplia diversidad de células huésped recombinantes adecuadas esta abarcada por la presente invencion e
incluye, pero sin limitacion organismos huésped procariotas Gram-negativos. Las cepas adecuadas de E. coli
incluyen W3110, cepas derivadas de K12, MM294, TG-1, JM-107, BL21 y UT5600. Otras cepas adecuadas incluyen:
BL21(DE3), BL21 pLysS (DE3), BL21 (DE3) pLysE, DH1, DH4l, DH5, DHSI, DH5IF', DH5IMCR, DH10B, DH10B/p3,
DH11S, C600, HB101, JM101, JM105, JM109, JM110; K38, RR1, Y1088, Y1089, CSH18, ER1451, ER1647, E. coli
K12, E. coli K12 RV308, E. coli K12 C600, E. coli HB101, E. coli K12 C600 R.sub.k - M.sub.k - E. coli K12 RR1
(véase, por ejemplo, Brown (ed.), Molecular Biology Labfax (Academic Press 1991)). Otros huéspedes procariotas
gram-negativos pueden incluir Serratia, Pseudomonas, Caulobacter. Los huéspedes procariotas pueden incluir
organismos Gram-positivos tales como Bacillus, por ejemplo, B. subtilis y B. thuringienesis, y thuringienesis B. var
israelensis, asi como Streptomyces, por ejemplo, S. lividans, S. ambofaciens, S. noursei y S. griseofuscus. Las
cepas adecuadas de Bacillus subtilis incluyen BR151, YB886, MI119, MI120 y B170 (véase, por ejemplo, Hardy,
“Bacillus Cloning Methods” en DNAS Cloning: A Practical Approach Glover (ed.) (IRL Press 1985)). Las técnicas
convencionales para propagar vectores en huéspedes procariotas se conocen bien por los expertos en la materia
(véase, por ejemplo, Ausubel y col (eds.), Short Protocols in Molecular Biology, 32 Edicion (John Wiley & Sons 1995);
Wu y col, Methods in Gene Biotechnology (CRC Press, Inc. 1997)). Para una vision de conjunto de cepas deficientes
en proteasa en procariotas, véase, Meerman y col, Biotechnology 12:1107-1110, 1994. La presente invencion se
ejemplifica usando la cepa W3110, que se ha depositado en la Colecciéon Americana de Cultivos Tipo (ATCC) como
ATCC N° 27325.

Se desvelan técnicas para manipular moléculas de ADN clonadas e introducir ADN exdgeno en una diversidad de
células huésped en Sambrook y col, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989 y Ausubel y col, eds., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley y
Sons, Inc., NY, 1987. Las células huésped transformadas o transfectadas se cultivan de acuerdo con procedimientos
convencionales en un medio de cultivo que contiene nutrientes y otros componentes requeridos para el crecimiento
de las células huésped seleccionadas. Se conoce en la técnica una diversidad de medios adecuados, incluyendo
medios definidos y medios complejos y generalmente incluyen una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno,
aminoacidos esenciales, vitaminas y minerales. Los medios también pueden contener tales componentes como
factores de crecimiento o suero, segun se requiera. El medio de crecimiento generalmente seleccionara células que
contienen el ADN afadido de forma exégena mediante, por ejemplo, seleccién por farmacos o deficiencia en un
nutriente esencial que se complementa por el marcador seleccionable portado en el vector de expresiéon o co-
transfectado en la célula huésped. Se proporcionan cultivos liquidos con suficiente aireacion por medios
convencionales, tales como agitacion de frascos pequefios o lavado de fermentadores. Las células transformadas
pueden seleccionarse y propagarse para proporcionar células huésped recombinantes que expresan el gen de
interés. FGF18 o trFGF18 pueden expresarse en E. coli usando el sistema de fusion de MBP (proteina de union a
maltosa) (New England Biolabs (NEB; Beverly, MA)). En este sistema, el ADNc de FGF18 o trFGF18 se une al
extremo 3’ del gen malE para formar una proteina de fusion MBP-FGF18 o MBP-trFGF18. La expresion de proteina
de fusion se dirige por el promotor tac y esta “inactivada” hasta que el promotor se induce por adicion de 1 mmol de
IPTG. Las construcciones pueden construirse como fusiones en fase con MBP de acuerdo con el sitio de clonacion
multiple (MCS) del vector pMAL-c2 (NEB), y de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Fermentacién

En una realizacién de la presente invencion puede usarse una fermentacion discontinua, particularmente cuando se
requiere una produccién a gran escala de FGF18 o trFGF18 usando el sistema de expresion de la presente
invencion. Generalmente, la fermentacion discontinua comprende que se prepare un matraz de siembra de primera
etapa cultivando cepas de E. coli que expresan FGF18 o trFGF18 en un medio adecuado en un cultivo en matraz de
agitacion para permitir el crecimiento a una densidad éptica (DO) de 5 a 20 a 600 nm. Un medio adecuado
contendria nitrégeno de una fuente o fuentes tales como sulfato de amonio, fosfato de amonio, cloruro de amonio,
extracto de levadura, proteinas animales hidrolizadas, proteinas vegetales hidrolizadas o caseinas hidrolizadas. Se
proporcionara fosfato de fosfato potésico, fosfato de amonio, acido fosférico o fosfato sédico. Otros componentes
serian cloruro magnésico o sulfato magnésico, sulfato férrico o cloruro férrico y otros oligoelementos. El medio de
crecimiento puede complementarse con carbohidratos, tales como fructosa, glucosa, galactosa, lactosa y glicerol
para mejorar el crecimiento. Ciertas realizaciones, las adiciones de carbohidratos serian glicerol o glucosa afiadidos
de 1 a 20 g/l de medio. En ciertas realizaciones, el glicerol o glucosa es 5-10 g/l. El crecimiento se inicia inoculando
un matraz en agitacion (matraz graduado de 500 ml a 2.000 ml) que contiene un medio de crecimiento preferido con
E. coli de un medio de agar que contiene antibiéticos, por ejemplo kanamicina a 10-50 pg/ml, a la concentracion
apropiada o de un cultivo madre congelado. El crecimiento en los matraces de agitacién es a una temperatura entre
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28 y 40 °C. En ciertas realizaciones, los matraces de agitacién se cultivan de 30 a 37 °C. Los matraces se incuban
con agitacién ajustada a 200 a 300 rpm.

Se preparan recipientes de fermentacién con un medio de crecimiento adecuado y se esterilizan. El pH del medio se
ajusta a pH de 6,5 a 7,5. En ciertas realizaciones, el pH 6,8, 6,9, 7,0, 7,1 6 7,2. Los recipientes se ajustan a los
niveles de agitacion y aireacion apropiados y se inoculan a partir de un cultivo de matraz de siembra de primera
etapa que se ha cultivado de 10 a 20 horas y tiene una DO de 5 a 20 a 600 nm. El nivel de inoculacién es entre 1 %
y 12 % de volumen/volumen (v/v). En ciertas realizaciones, el nivel de inoculacién es a 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8
%, 9 % 0 10 % v/v. El nivel de oxigeno disuelto se mantiene por encima del 20 % de saturacion aumentando la
velocidad de agitacion, aumentando la tasa de aireacion, el lavado en oxigeno o diversas combinaciones. El cultivo
se deja crecer hasta que la DO 600 alcanza de 2 a 20 unidades de DO. Después se afiade IPTG al cultivo a una
concentracion de 0,1 a 0,2 mM. El IPTG induce al promotor tac para expresar la FGF18 o trFGF18. Como
alternativa, puede afiadirse lactosa al 30 % en solucion a 10 g/l a las 24 horas para induccién. Se permite después
que el cultivo crezca durante un tiempo adicional entre 2 y 8 horas. En ciertas realizaciones, el cultivo se deja crecer
durante 3-4 horas.

En otra realizacion, se usa un cultivo semicontinuo para generar un alto rendimiento de proteina FGF18 o trFGF18.
Se cultivan las cepas de E. coli productoras de FGF18 o trFGF18 en un medio adecuado en cultivo en matraz de
agitacion para permitir el crecimiento a una DO de 5 a 20 a 600 nm. Un medio adecuado contendria nitrégeno de
una fuente o fuentes tales como sulfato de amonio, fosfato de amonio, cloruro de amonio, extracto de levadura,
proteinas animales hidrolizadas, proteinas vegetales hidrolizadas o caseinas hidrolizadas. Se proporcionara fosfato
de fosfato potéasico, fosfato de amonio, acido fosférico o fosfato sddico. Otros componentes serian cloruro
magnésico o sulfato magnésico, sulfato férrico o cloruro férrico y otros oligoelementos. El medio de crecimiento
puede complementarse con carbohidratos tales como fructosa, glucosa, galactosa, lactosa y glicerol para mejorar el
crecimiento. Ciertas realizaciones, las adiciones de carbohidratos serian glicerol o glucosa afiadidos de 1 a 40 g/l
medio. En una realizacidn, el glicerol o glucosa es 5-10 g/l. El crecimiento se inicia inoculando un matraz de
agitacion (matraz graduado de 500 ml a 2.000 ml) que contiene un medio de crecimiento preferido con E. coli de un
medio de agar que contiene kanamicina (10-50 pg/ml) o de un cultivo madre congelado. El crecimiento en los
matraces de agitacion es a una temperatura entre 28 y 40 °C. En ciertas realizaciones, la temperatura de crecimiento
es de 30 a 37 °C. Los matraces se incuban con agitacion ajustada a 200 a 300 rpm.

Se prepara un frasco de segunda etapa con un medio de crecimiento adecuado y se esteriliza. Un medio adecuado
seria, por ejemplo, Super Broth Il (Becton Dickenson, Franklin Lakes, NJ), APS-Super Broth, Luria Broth o ZSM
(véase, Tablas 1-4) y kanamicina. El medio de crecimiento puede complementarse con carbohidratos para mejorar el
crecimiento. Ciertas realizaciones proporcionan adiciones de carbohidratos que tienen glicerol o glucosa afadidos
de 1 a 40 g/l de medio. En una realizacion, el glicerol o glucosa es 5-10 g/l. El pH del medio se ajusta a un pH de 6,5
a 7,5. En ciertas realizaciones, el pH es 6,8, 6,9, 7,0, 7,1 6 7,2. Los recipientes se ajustan a los niveles de aireacién
y agitacion apropiados. El crecimiento se inicia inoculando el recipiente de un cultivo en matraz de siembra de
primera etapa que se ha dejado crecer de 10 a 20 horas y tiene una DO de 5 a 20 a 600 nm. El nivel de inoculacién
esde 1l % a 12 % (v/v). En ciertas realizaciones, el nivel de induccién sera 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 % 0 10
% vl/v. El nivel de oxigeno disuelto se mantiene por encima del 20 % de saturacion aumentando la velocidad de
agitacion, aumentando la tasa de aireacion, lavando en oxigeno o diversas combinaciones de los mismos.

Se preparan vasos de fermentacion con un medio de crecimiento adecuado (como se ha descrito anteriormente) y
se esteriliza. El pH del medio se ajusta a un pH entre 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, 7,0, 7,1 6 7,2. En una
realizacién, el medio se ajusta a pH 6,8. El medio de crecimiento puede complementarse con carbohidratos para
mejorar el crecimiento. En algunas realizaciones, las adiciones de carbohidratos son glicerol o glucosa afiadida de 5
a 40 g/l de medio con ciertas realizaciones que tienen glicerol o glucosa a 15-20 g/l. Los recipientes se ajustan a los
niveles de aireacién y agitacion apropiados y se inoculan de un cultivo de matraz de siembra de primera etapa o
recipiente de siembra de segunda etapa que se ha dejado crecer de 10 a 20 horas y tiene una DO de 5 a 20 a 600
nm. El nivel de inoculacién es entre 1 % y 12 % v/v. En ciertas realizaciones, el nivel de inoculacién es 5 %, 6 %, 7
%, 8 %, 9 % o0 10 % v/v. El nivel de oxigeno disuelto se mantiene por encima del 20 % de saturacién aumentando la
velocidad de agitacién, aumentando la tasa de aireacion, lavando en oxigeno o diversas combinaciones de los
mismos.

Se suministra una solucion de carbohidratos al fermentador a una tasa predeterminada comenzando al comienzo del
ciclo de fermentacion, pero generalmente después de 6 horas de tiempo de fermentacion trascurrido (EFT) y no mas
de 12 horas EFT. El suministro se continla hasta el final de la fermentacion. La solucion de suministro puede ser
glicerol preparado a 40-70 % v/v o glucosa preparada a 40-70 % peso/volumen (p/v). En ciertas realizaciones, se
prepara glicerol o glucosa a glicerol 70 % v/v y glucosa a 60 % p/v. Las tasas de suministro pueden variar entre 5y
15 g de glucosa o glicerol por litro por hora. En una realizacion la tasa de suministro es 8, 9 6 10 g/l/hora. A un
tiempo de 20 a 30 horas EFT, por ejemplo a 24 horas, se afiade IPTG al cultivo a una concentracién de 0,5 a 2 mM.
Como alternativa, puede afadirse lactosa a una solucion al 30 % a 10 g/l a las 24 horas para induccién. En un
tiempo de 48 a 56 horas EFT, se recoge la fermentacién. Como alternativa, se afiade IPTG adicional de 0,5 a 2
mmol/l al cultivo de fermentador. La fermentacion se recoge después a 52 a 56 horas EFT.

Al final del ciclo de fermentacion la temperatura se ajusta hacia abajo de 4 °C a 20 °C y el pH se mantiene o se
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ajusta a 5,0 a 9,0. En ciertas realizaciones, el intervalo es de 6,0 a 8,0 unidades de pH. El caldo de fermentacion se
recoge por sobre-presurizacion del recipiente y recogida del caldo a través del orifico de muestra. Como alternativa,
el caldo puede bombearse fuera a través de uno de los orificios de muestra. El caldo de fermentacion puede
contener solidos 10 %-30 % pl/v.

Recuperaciéon de FGF18 o trFGF18

Después de la fermentacion las células se recogen por centrifugacion, se resuspenden en tampén de
homogenizacion y se homogenizan, por ejemplo, en un homogeneizador APV-Gaulin (Invensys APV, Tonawanda,
Nueva York) u otro tipo de equipamiento de ruptura celular tal como molinos de perlas y sonicadores. Como
alternativa, las células se toman directamente del fermentador y se homogenizan en un homogeneizador APV-
Gaulin. Como alternativa, el caldo de fermentacion puede diluirse con agua o tampén antes de la homogenizacién.

En una realizacion, las células se homogenizan directamente en el caldo de fermentacion. Por ejemplo, se enfria un
homogeneizador APV-Gaulin 1.000 o APV-Gaulin 2.000 a 4 °-15 °C durante al menos 30 minutos. El caldo de
fermentacion se pasa a través del homogeneizador y se recoge la suspension celular. La presion del
homogeneizador deberia ajustarse de 41,36 MPa a 96,50 MPa para la maxima rotura celular. En una realizacion, la
presion se ajusta a 68,93 MPa. La suspensidn se pasa a través del homogeneizador entre 1 y 5 veces, por ejemplo,
3 pases. En otra realizacion, el caldo se diluye con un volumen igual de agua antes de la homogenizacién. La
cantidad de ADN puede reducirse mediante la adicion de PEI, espermina o benzonasa durante o después de la
etapa de homogeneizacion.

El homogenizado se centrifuga y el sedimento que contiene los cuerpos de inclusion se obtiene después de decantar
el sobrenadante. El sedimento de cuerpos de inclusion se lava en agua o tampones Tris con o sin niveles variantes
de los siguientes compuestos: cloruro sédico, urea, Tritén X-100, cloruro de zinc, lauril sulfato sédico, sacarosa.

En otra realizacién, las células se recogen transfiriendo el caldo de fermentacion para centrifugar frascos y
centrifugando a 2-8 °C durante 20-60 minutos. Por ejemplo, puede usarse una centrifuga Beckman J6MI con rotor
KompSpin KAJ7.100 (Beckman Coulter, Fullerton, CA) a 7.500 x G para recoger células. También puede usarse una
centrifuga Beckman Avanti JHC con un rotor de angulo fijo Beckman JLA-8.1 (8.000 -15.800 x G) o un Rotor
Flotante Aries JS 5.0 con frascos de 2,25 | a 7.500 X G. También puede usarse una centrifuga continua tal como las
proporcionadas por Carr Separations, Inc. (franklin, MA) o Westfalia Separator, Inc. (Northvale, NJ).

El caldo de cultivo o sobrenadante se retira de los frascos de centrifuga. Los sedimentos celulares se resuspenden
en tampodn de homogenizacion (Tris 100 mM, ZnCl, 5 mM, pH 7,5) con sélidos 10-30 % p/v. El caldo de fermentacion
se pasa a través del homogeneizador APV-Gaulin y se recoge la suspension celular. La presién del homogeneizador
deberia ajustarse a de 41,37 MPa a 96,53 MPa para rotura celular maxima. En una realizacion, la presion es 68,93
MPa. La suspension se pasa a través del homogeneizador durante 1-5 pases, por ejemplo, 3 pases.

Adicionalmente, los procedimientos de recuperar FGF18 o trFGF18 pueden comprender una etapa adicional de
precipitar, lavar y resolubilizar la FGF18 o trFGF18. Los cuerpos de inclusion lavados se solubilizan en guanidina 6M
o urea 8 M, se diluyen 6-10 veces en agua o tampdn, se incuban durante 30 minutos y se centrifugan o filtran. Como
alternativa, puede usarse ultrafiltracion o macrofiltracién para lavar cuerpos de inclusion después de la
homogeneizacion. El precipitado resultante se lava en urea 2-6 M y contiene la proteina FGF18 o trFGF18. El
precipitado se lava después con agua antes de la solubilizacion. Puede afiadirse adicion de A¥oF*o polimeros
anionicos y catidnicos o agente tal como espermina, PEl y benzonasa para precipitar residuos celulares, proteinas
solubles, ADN, ARN y carbohidratos.

Solubilizacién de cuerpos de inclusién

La preparacion de cuerpos de inclusion lavados puede solubilizarse usando clorhidrato de guanidina (5-8 M),
tiocianato de guanidina (5-6 M) o urea (7-8 M) que contienen un agente reductor tal como beta mercaptoetanol (10-
100 mM) o ditiotreitol (5-50 mM). Las soluciones pueden preparase en tampones Tris, fosfato, HEPES u otros
apropiados. Los cuerpos de inclusion también pueden solubilizarse con urea (2-4 M) que contiene lauril sulfato
sadico (0,1-2 %). Pueden solubilizarse cuerpos de inclusién de 1 litro de caldo de fermentacion usando 50-200 ml de
las soluciones descritas. El procedimiento proporciona solubilizacion de los sedimentos de cuerpos de inclusion de 1
litro de caldo de fermentacion en 150 ml de GuHCI 6 M preparado en Tris 100 mM, pH 8,0, que contiene DTT 40
mM. En otra realizaciéon, se mezcla una suspension de cuerpos de inclusién con 50-100 ml de GuHCI 8 M. La
suspension se resuspende mezclando con una espatula seguido de homogeneizaciéon con un homogeneizador Omni
EZ (Omni International, Warrenton, VA) o mezclando con un dispositivo mecanico. La suspension se mezcla durante
30-120 minutos, a 3-37 €. En una la suspensién se mezcla a 15-25 T para finalizar el procedimiento de
solubilizacién. La muestra se centrifuga después a 7.500 - 16.000 x G a 4 T durante 10-30 minutos usa ndo una
centrifuga apropiada. La muestra de sobrenadante que contiene la FGF18 o trFGF18 solubilizada se decanta y se
conserva.

La concentracion de la FGF18 o trFGF18 en la fraccion solubilizada se determina por HPLC de fase inversa. Se usa
una columna Jupiter C5 (Phenomenex, Torrance, CA) con acetonitrilo/acido trifluoroacético como la fase moévil. Se
diluye patron de FGF18 o trFGF18 en un tampdn que contiene guanidina/DTT/Tris y se inyectan diferentes
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cantidades en la columna. El area bajo el pico de FGF18 o trFGF18 se usa para construir una curva patron. La
muestra de FGF18 o trFGF18 solubilizada se microcentrifuga para retirar particulas antes de la inyeccion en la
columna de HPLC. La determinacion del area bajo el pico de FGF18 o trFGF18 permite la cuantificacion de la
concentracion de FGF18 o trFGF18 de la curva patrén.

Adicionalmente, FGF18 o trFGF18 solubilizada puede purificarse en esta etapa usando filtraciéon de flujo tangencial,
HPLC de fase inversa de cromatografia de afinidad metalica inmovilizada.

Replegamiento

En un aspecto de la invencién, el procedimiento para recuperar FGF18 o trFGF18 purificada de cepas huésped de
E. coli transformadas en las que se expresa la FGF18 o trFGF18 como cuerpos de inclusion refractiles, las células
se rompen y los cuerpos de inclusion se recuperan por centrifugacion.

Los cuerpos de inclusién se solubilizan después y desnaturalizan en TRIS 50 mM pH 8 y clorhidrato de guanidina 6
M que contiene un agente reductor. La FGF18 o trFGF18 reducida se oxida después en una etapa de
renaturalizacion controlada. Esta etapa implica la dilucién en un tampon de replegamiento que comprende Tris 50
mM y NaCl 120 mM. Este tampon también puede comprender clorhidrato de arginina, sales adicionales y un sistema
de redistribuciéon de 6xido, aunque estos componentes no son necesarios para el replegamiento exitoso de FGF18 o
trFGF18. El sistema de redistribucion de éxido se usa para iniciar el enlace bisulfuro de la molécula de FGF18 o
trFGF18 y se basa en mezclas de moléculas reducidas y oxidadas tales como cisteina y cistina, DTT y cistina,
glutatiéon reducido y glutation oxidado y DTT y glutatién oxidado. La relaciéon de glutation reducido y oxidado puede
variar de 1:1 a 6:1 con un intervalo de concentracién de 0,5y 8 mM. En una realizacion, la concentracion 6ptima es
glutation reducido 4 mM: glutation oxidado 2 mM. La relacién de cisteina a cistina puede variar de 2:1 a 1:1 con un
intervalo de concentracion de 4 mM a 1 mM de cualquiera de los reactivos. En una realizacion, la concentracion
Optima es cisteina 4 mM, con cistina 2 mM. También puede conseguirse replegamiento 6ptimo usando cistina 4 mM
y DTT 2 mM que forma cisteina 4 mM y cistina 2 mM. El replegamiento también puede realizarse por sulfitolisis en
presencia de reactivos tales como sulfito sédico y tetrationato sédico. Este proceso “protege” las cisteinas libres.
Debido a que FGF18 o trFGF18 contiene solamente un enlace disulfuro, esta etapa no es generalmente necesaria
para el replegamiento exitoso de FGF18 o trFGF18. La FGF18 o trFGF18 renaturalizada se captura del tampon de
replegamiento diluido usando cromatografia de intercambio catiénico y se purifica usando cromatografia de
interaccion hidréfoba y cromatografia de intercambio catidnico de alto rendimiento.

La soluciéon que contiene FGF18 o trFGF18 se afiade rapidamente (1-5 minutos) o lentamente (0,5-5 horas) al
tampon de replegamiento con mezcla. El tampon de replegamiento contiene Tris y NaCl pero también puede
comprender arginina (0,5 a 1,25 M), PEG y otras sales. También puede incluir glicerol, guanidina, HCI, urea, EDTA,
inhibidores de proteasa y chaperonas, alcohol, detergentes, glicerol y sulfato de cobre. La FGF18 o trFGF18 puede
afiadirse en una adicién, en multiples adiciones o suministrarse a lo largo del tiempo. La FGF18 o trFGF18 se afade
a la mezcla de replegamiento a una concentracion final de 0,5 a 1,2 mg/ml. El intervalo de temperatura es de 4-30
°C. El pH es de 7,3 a 8,5. El recipiente que contiene la mezcla de replegamiento se deja abierto a la atmdsfera o
puede lavarse con aire o nitrégeno durante la renaturalizacion. Se permite que el replegamiento tenga lugar de 1 a
26 horas. En particular, en realizaciones especificas de la invencion, el tiempo de replegamiento es de 5 a 20 horas,
10 a 20 horas, 15 a 18 horas o aproximadamente 18 horas.

También puede realizarse replegamiento en presencia de EDTA para reducir la oscilacion de metionina o en una
columna de exclusién por tamafio o usando filtracion de flujo tangencial o electrodialisis.

Clarificacion y concentracion de FGF18 o trEGF18 replegada

Se pasa FGF18 o trFGF18 replegada a través de un filtro de 1,2 pm para clarificacion y retirada de proteina
insoluble. Debido a que FGF18 o trFGF18 tienen un alto PI, una caida del pH generalmente no es necesaria para
clarificar y concentrar las proteinas. La solucion filtrada se concentra 10-30 veces usando filtracién de flujo
tangencial en una placa y sistema de bastidor o con un cartucho de fibra hueca. El concentrado se diluye después 3-
10 veces con tampdn o agua para permitir que las proteinas agregadas y no plegadas precipiten. La solucion se
pasa después a través de un filtro para clarificacion y retirada de proteina insoluble.

Sorprendentemente, FGF18 o trFGF18 puede replegarse sin el uso de arginina, aunque no se esperaria que su
presencia afecte de forma adversa al proceso.

Captura de FGF18 o trFGF18

En otro aspecto de la presente invencion, después de que la proteina FGF18 o trFGF18 se repliegue y concentre,
los procedimientos de la presente invencién comprenden capturar la proteina FGF18 o trFGF18 plegada en tampon
diluido en una columna de intercambio catidnico y purificar proteina FGF18 o trFGF18 usando cromatografia de
interaccion hidréfoba y cromatografia de intercambio catidnico de alto rendimiento como se define en las
reivindicaciones.

La etapa de captura se disefia para capturar la FGF18 o trFGF18 plegada, diluida y llevar a cabo purificacion inicial.
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La FGF18 o trFGF18 diluida clarificada se captura en una columna de intercambio catiénico a pH 8,0. Tipicamente,
se usa SP Sepharose XL Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) o TOYOPEARL SP 550C (Tosoh Biosep,
Montgomery, PA). El tampon de equilibrio es el mismo que el tampén de replegamiento descrito anteriormente y la
FGF18 o trFGF18 unida se diluye con un gradiente salino creciente. FGF18 o trFGF18 eluye de la SP Sepharose XL
usando una etapa de NaCl o gradiente de NaCl.

También puede usarse cromatografia de lecho expandido para captura de FGF18 o trFGF18 después del
replegamiento. En ese caso la etapa de dilucién se lleva a cabo en linea mientras se carga la FGF18 o trFGF18 en
la columna. La Streamline SP XL (Amersham Biosciences) se equilibra con tampon de replegamiento. Se carga
después FGF18 o trFGF18 en modo de flujo ascendente en la resina Streamline SP XL equilibrada, que se mantiene
al doble de la altura del lecho sedimentado, mientras se diluye 1:3 en linea con agua. Después del lavado en los
modos de flujo ascendente y flujo descendente, se eluye FGF18 o trFGF18 en modo de flujo descendiente con una
etapa de NaCl o un gradiente de NaCl.

Los procedimientos de la presente invencion proporcionan el uso de muchas resinas de intercambio catioénico
diferentes para esta etapa, incluyendo intercambiadores de cationes débiles tales como carboximetilo, diferentes
tipos de soportes sélidos tales como agarosa o celulosa y diferentes tamafios de particula. Los procedimientos de la
presente invencién también pueden proporcionar ejecutar las columnas a diferentes pH en el intervalo de 5,0a 9,0y
con diferentes tampones y sales. Como alternativa, pueden usarse otros procedimientos cromatograficos tales como
interaccion hidréfoba, intercambio aniénico y quelado metalico para capturar la FGF18 o trFGF18 replegada.

Purificacién

En un aspecto de la presente invencién, como se define en las reivindicaciones, hay una purificacion intermedia de
proteina FGF18 o trFGF18. Esta etapa se disefia para conseguir purifcacion adicional de la FGF18 o trFGF18
usando cromatografia de interaccion hidréfoba. Tipicamente butil sepharose FF (Amersham Biosciences) de
TOYOPEARL butil 650 M (Tosoh Biosep) son resinas usadas para esta etapa. La resina se equilibra con Tris 50
mM, NaCl 1 M, (NH4)2 SO41 M, pH 8,0. La FGF18 o trFGF18 que se ha purificado por cromatografia de intercambio
catidnico se ajusta a (NH4)2SO4 1,5 M y después se pasa a través de un filtro nominal de 0,45 pm. La FGF18 o
trFGF18 ajustada vy filtrada se carga después en la resina equilibrada, que después se lava con tampdén de equilibrio
para retirar material no unido. FGF18 o trFGF18 se eluye con un gradiente lineal de PBS (NazHPO4 7 mM, KH2PO4
1,5 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, pH 7,5) y tampén de equilibrio. FGF18 o trFGF18 eluye de la columna a
aproximadamente 120 mS/cm.

Otras resinas de cromatografia de interaccion hidréfoba que pueden usarse para esta etapa incluyen, por ejemplo,
las sustituidas con fenilo o hexilo, diferentes tipos de soportes sélidos tales como agarosa o celulosa y diferentes
tamafios de particula. La presente invencion también proporciona ejecutar las columnas a diferentes pH en el
intervalo de 5,0 a 9,0 y con diferentes tampones y sales. La presente invencion también proporciona ejecutar la
columna de tal manera que FGF18 o trFGF18 no se una.

El grupo de eluato de columna final se concentra usando una placa de filtracién de flujo tangencial con punto de
corte de 5 kDa de peso molecular y membrana de marco, diafiltrada frente a PBS, pH 7,3, descrito anteriormente.
Pueden usarse otras membranas, tales como una placa de punto de corte de 3 kDa o0 8 kDa de peso molecular y
membrana de marco o un sistema de fibra hueca de punto de corte de 10 kDa de peso molecular para conseguir
esta etapa de ultrafiltracion/diafiltracion. La pureza de la FGF18 o trFGF18 después de estos procedimientos es al
menos 95 % y tipicamente mayor de 98 %, por electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecil sulfato sédico. El
nivel de endotoxina en la preparacion de FGF18 o trFGF18 después de la captura de cromatografia de intercambio
catiénico, purificacion de cromatografia de interaccion hidréfoba e intercambio de tampén, es generalmente < 10 de
unidades de endotoxina por mg de proteina de FGF18 o trFGF18, y tipicamente < 2 unidades de endotoxina por mg
de proteina FGF18 o trFGF18. El nivel de endotoxina después de la cromatografia de intercambio catiénico de alto
rendimiento es generalmente < 1 unidad de endotoxina por mg de FGF18 o trFGF18.

Puede ser deseable purificacion adicional de FGF18 o trFGF18 para retirar las impurezas y contaminantes restantes.
Por ejemplo, puede usarse una columna de intercambio anidnico para reducir el nivel de endotoxina. Se diluye
FGF18 o trFGF18 a un nivel de conductividad de < 10 mS/cm y el pH se ajusta a 8,0. Se aplica a una columna de Q
Sepharose FF (Amersham Biosciences) que se ha equilibrado a Tris 20 mM, pH 8,0. La FGF18 o trFGF18 pasa a
través de la columna y tiene una reduccion de aproximadamente 80 % en endotoxina en comparacion con la carga.
También pueden usarse membranas Mustang Q o Mustang E (Pall, Port Washington, NY) para reducir los niveles de
endotoxina entre pH 5,0y 9,0.

Otras etapas de purificacién que podrian usarse potencialmente para purificar adicionalmente FGF18 o trFGF18
incluyen cromatografia de quelado metalico, cromatografia de intercambio aniénico o cromatografia de interaccion
hidr6foba en una columna de fenilo. También es posible llevar a cabo purificacion antes del replegamiento de la
FGF18 o trFGF18, usando por ejemplo HPLC de fase inversa, cromatografia de intercambio i6nico o cromatografia
de quelado metdlico. Por lo tanto, la presente invencidn proporciona adicionalmente procedimientos que
comprenden las etapas adicionales de purificacion desveladas en el presente documento.
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Caracterizacion de FGF18 o TRFGF18 purificada

Se conocen bien en la técnica ensayos que miden la proliferacion o diferenciacion celular. Especificamente, la
actividad biologica de FGF18 o trFGF18 puede medirse usando un ensayo de BaF3 o CCC4, descritos en detalle a
continuacion. Los ensayos bien conocidos adicionales incluyen ensayos que miden la proliferacién, incluyendo tales
ensayos como quimiosensibilidad a colorante rojo neutro (Cavanaugh y col, Investigational New Drugs 8:347-354,
1990), incorporacion de nucleétidos radiomarcados (Cook y col, Analytical BioChem, 179:1-7, 1989), incorporacion
de 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) en el ADN de células proliferativas (Porstmann y col, J. Immunol. Methods
82:169-179, 1985) y uso de sales de tetrazolio (Mosmann, J.Immunol. Methods 65-55,1983; Alley y col, Cancer Res.
48:589-601,1988; Marshall y col, Growth Reg. 5:69-84, 1995; y Scudiero y col, Cancer Res 48:4827-4833, 1988).
Los ensayos que miden diferenciacién incluyen, por ejemplo, medir marcadores de superficie celular asociados con
expresion especifica de etapa de un tejido, actividad enzimatica, actividad funcional o cambios morfol6gicos (Watt,
FASED, 5:281-284, 1991; Francis, Differentiation 57:63-75, 1994; Raes, Adv. Anim. BioL Technol Bioprocesses,
161-171, 1989). FGF18 o trFGF18 producido por los procedimientos descritos es capaz de estimular la proliferacion
de células BaF3/FGF18R.

FGF18 o trFGF18 purificada puede caracterizarse por varios procedimientos fisicos. Optimamente, el anélisis de
aminoacidos indica que la composiciéon de aminoacidos de todos los restos esta dentro del 10 % de los valores
esperados. La secuenciacién N-terminal proporciona una secuencia sencilla que comienza con metionina y que
corresponde a la secuencia predicha del vector de expresiéon FGF18 o trFGF18. Puede usarse digestion con
endoproteinasa Lys C seguido de espectrometria de masas-cromatografia liquida para generar un mapa peptidico
en el que todos los picos corresponden en masa a triptico predicho en FGF18 o trFGF18 y en el que todos los
péptidos tripticos predichos de FGF18 o trFGF18 se identifican.

La invencion se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos

Ejemplo 1

Construccion del vector de expresion, pTAP237

El plasmido pTAP237 se gener6 insertando un engarce generado por PCR en el sitio de Smal de pTAP186 por
recombinacién homdloga. El plasmido pTAP186 se derivdé de los plasmidos pRS316 (un vector lanzadera de
Saccharomyces cerevisiae) y pMAL-c2, un plasmido de expresion de E. coli derivado de pKK223-3 y que comprende
el promotor tac y el terminador rrnB. El plasmido pTAP186 contiene un gen de resistencia a kanamicina en el que se
ha destruido el sitio de Sma | y tiene sitios Notl y Sfil que flanquean las secuencias de levadura ARS-CEN6 y URAS,
facilitando su retirada del plasmido por digestion con Notl. El engarce generado por PCR reemplazé la secuencia
acopladora de expresion en pTAP186 con la secuencia de RBS Il sintética. Se prepard de 100 pmoles de cada uno
de los oligonucledtidos zc29.740 y zc29.741, como se muestra en SEC ID N° 19 y 20, respectivamente, y
aproximadamente 5 pmoles de cada uno de los oligonucleétidos z¢c29.736 y zc29.738, como se muestra en SEC ID
N° 21y 22, respectivamente. Estos oligonucledtidos se combinaron por PCR durante diez ciclos de 94 T d urante 30
segundos, 50 T durante 30 segundos y 72 T durante 30 segundos, seguido de impregnacion a 4 C. Los p roductos
de PCR resultantes se concentraron por precipitacion con dos veces el volumen de etanol 100 %. El sedimento se
resuspendié en 10 pl de agua para usarse para recombinacion en el vector receptor pTAP186 digerido con Smal
para producir la construccion que contiene la secuencia de RBS Il sintética. Se mezclaron aproximadamente 1 ug
del engarce generado por PCR y 100 ng de pTAP186 digerido con Smal entre si y se transformaron en células de
levadura competentes (S. cerevisiae). La levadura se sembré después en placas URA D y se dejé a temperatura
ambiente durante aproximadamente 72 horas. Después los transformantes Ura + de una placa sencilla se
resuspendieron en 1 ml de H,O y se centrifugaron brevemente para sedimentar las células de levadura. El
sedimento celular se resuspendié en 0,5 ml de tampdn de lisis. Se recuperd ADN y se transformé en MC1061 de E.
coli. Los clones se exploraron por PCR de colonias como se ha desvelado anteriormente usando 20 pmoles de cada
uno de los oligonucledtidos zc29.740 y zc29.741, como se muestra en SEC ID N° 19 y 20, respectivamente. Los
clones que presentaban la banda de tamafio correcto en un gel de agarosa se sometieron a andlisis de secuencia.
El plasmido correcto se designé pTAP237.

Ejemplo 2
Optimizacioén de codones

La expresion de ensayo de FGF18 humana en E. coli produjo niveles menores de lo ideal, asi como productos
truncados, especificamente truncacion de 11 aminoacidos del extremo C terminal de la proteina. Para evaluar el
bajo nivel de expresion, la examinacién de los codones usados en la secuencia codificante de FGF18 indicé que
contenia un exceso de los codones usados menos frecuentemente en E. coli con un valor de CAl igual a 0,248. El
CAl es una medida estadistica de preferencia codénica sinénima y puede usarse para predecir el nivel de
produccion proteica (Sharp y col, Nucleic Acids Res. 15(3): 1281-95, 1987). Los genes que codifican proteinas
altamente expresadas tienden a tener valores de CAl altos (> 0,6), mientras que las proteinas codificadas por genes
con valores bajos de CAIl (< 0,3) generalmente se expresan de forma ineficaz. Esto sugiri6 una razén para la
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produccién baja de FGF18 en E. coli.

La produccién de productos truncados fue una segunda ineficacia en el procedimiento, que requiere aislamiento de
la parte truncada de las proteinas producidas. Una vez que se determind que la proteina truncada tenia actividad
bioldgica similar, si no idéntica, a la proteina de longitud completa, se construyé una construccion que producia
deliberadamente el producto mas corto. Especificamente, la proteina se detuvo después del aminoacido 196 (Lys).

Esto dejo el problema del codén. Por lo tanto, se realiz6 un intento de resintetizar el gen que codificaba FGF18 y
trFGP18 con un uso de codén mas apropiado que proporciona un vector mejorado para expresién de grandes
cantidades de FGF18 o trFGF18.

La secuencia codificante de trFGF18 con codones optimizados se construyé a partir de doce oligonucleétidos
solapantes: zc44.349 (SEC ID N°: 7), zc44.350 (SEC ID N°: 8). zc44.351 (SEC ID Ne°: 9), zc44.352 (SEC ID N°: 10),
zc44.355 (SEC ID N°: 11), zc44.356 (SEC ID N°: 12), zu44.357 (SEC ID N°: 13), zc44.358 (SEC ID N°: 14), zc44.359
(SEC Ne°: 15), zc44.360 (SEC ID N°: 16) zc44.361 (SEC ID NO°: 17) zc44.362 (SEC ID N°: 18). La extension de
cebadores de estos oligonuclettidos solapantes se siguié de amplificaciéon por PCR de un gen de trFGF18 de
longitud completa con codones optimizados para expresion en E. coli. El producto de PCR final se inserté en el
vector de expresion pTAP237 por recombinacion homdloga de levadura. La construccion de expresion se extrajo de
levadura y se transform6 en DH10B de E. coli competente. Los clones con resistencia a kanamicina se identificaron
por PCR de colonias. Un clon positivo se secuencié y posteriormente se transformé en tres cepas huésped de
produccién BL21, W3110 y zGold1. El vector de expresién con la trFGF18 optimizada se nombré pSDH174.

Ejemplo 3
Construcciéon de pSDH170 y pSDH174

La secuencia codificante de FGF18 humana se genero por amplificacién por PCR usando un grupo de biblioteca de
ADNc CD3+ como molde y cebadores oligonucleotidicos. Para optimizar el proceso de traduccion en E. coli, se usé
un cebador para afiadir un codén de inicio ATG al extremo 5’ de las secuencias codificantes de FGF18 maduras. La
secuencia génica resultante codificé la FGF18 madura con una metionina extra en el extremo N-terminal. El
producto de PCR final se insertdé en el vector de expresiéon pTAP237 (descrito en el ejemplo 1) mediante
recombinacién homéloga de levadura (Raymond y col. Biotechniques. 26(1):134-8, 140-1, 1999; Patente de Estados
Unidos 6.027.442). La construccién de expresion, pSDHI70 (SEC ID N°: 1), se extrajo de levadura y se transformo
en una E. coli DH10B competente. Se identificaron clones resistentes a kanamicina mediante PCR de colonias. Se
verificd un clon positivo por secuenciacion y se transformoé posteriormente en cualquier cepa huésped BL21, W3110
y 2(GOLD1 (descrita posteriormente).

Ejemplo 4
Expresion de trFGP18

Se inoculd6 E. coli en 100 ml de medio Superbroth 1l (Becton Dickinson Franklin Lakes NJ) que contenia
antiespumante 289 0,01 % (Signal -Adrich, St. Louis. MO) y kanamicina 30 pg/ml y se cultivé durante una noche a
37 TC. Se afadi6 un inéculo de 10 ml a 500 ml del mi smo medio en un matraz de cultivo de 2 | que estaba a 275 rpm
a 37 T hasta que el cultivo obtuvo una DO g0 de 4. Se afiadié después IPTG a una concentracion final de 1 mMy se
continud la agitacion durante otras 2,5 horas. Las células se centrifugaron a 4.000 x g durante 10 minutos a 4 .
Los sedimentos celulares se congelaron a -80 T para su uso en un momento posterior.

Se realizé expresion de trFGF18 a una mayor escala en un cultivo de 25 ml a 37 T. Se recogié un ml de c ultivo 2
horas después de que las células de induccién de IPTG se resuspendieran en un volumen igual de reactivo de
extraccién de proteina BugBuster® (Novagen, Madison, W) a 4 T y se incubara durant e 20 minutos. Las fracciones
solubles e insolubles se separan por centrifugacion a 16.000 x g durante 10 minutos a 4 .

La trFGF18 recombinante se acumulé como cuerpos de inclusion insolubles. El rendimiento de recuperacién de
trFGF18 de la mayoria de la cepa de E. coli se consideré bajo. Se perdieron aproximadamente de 80 a 90 % de
trFGF18 en los cuerpos de inclusién en un periodo de 20 minutos después de la lisis celular e incubaciéon a 4 C. La
lisis de las bacterias con urea 8 M no mejoré la recuperacion. Sin embargo la inclusién de inhibidores de proteasa,
tales como ZnCl, 5 Mn y benzamidina 0,5 mM, en el tampén de lisis celular evit6 la pérdida de trFGF18 de la cepa
E104 (W3110 arabinosa’). Esto indic6 que una proteasa bacteriana capaz de escindir trFGF18 en condiciones
desnaturalizantes se copurificaba con los cuerpos de inclusiéon. Se observo que trFGF18 era estable en lisados
celulares de la cepa UT5600, pero no en lisados celulares de E104. Esto sugiri6 que la proteasa estaba presente en
E104 pero no UT5600. La comparacién de los genotipos de estas cepas revelé que OmpT, que escinde entre restos
dibasicos, estaba presente en E104 pero no en UT5600. OmpT es estable frente al calor y activa incluso en
condiciones desnaturalizantes (White y col., igual que en la referencia anterior. 1995). La examinacion de la
secuencia de aminoacidos de FGF18 indico que contenia al menos ocho sitios de escision de OmpT potenciales.
trFGF18 también demostré excelente estabilidad en BL21, otra cepa de E. coli deficiente en OmpT. Estos datos
sugirieron que la actividad proteasa de OmpT era critica para la estabilidad y recuperacién de FGF18. El uso de la
cepa de E. coli UT5600 como el huésped de produccion mejora significa la recuperacion de trFGF18. En general los
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rendimientos de trFGF18 aumentaron de 2 mg/l a 50-100 mg/l con la combinacién de mejora de construccion y cepa
huésped.

Ejemplo 5
Caracterizacion de FGF18

La proteina producida por los procedimientos descritos anteriormente puede analizarse con respecto a integridad
polipeptidica y actividad biolégica usando procedimientos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la proteina
puede examinarse usando analisis de Western.

Para analisis de Western, las muestras proteicas se separaron en un gel MES-SDS NuPAGE 4-20 % (Invitrogen) en
condiciones reductoras y se transfirieron a membrana de nitrocelulosa (Invitrogen) a 30 V durante 1 hora. La
membrana se bloqued con leche sin grasa 5 % en tampén TTBS (Tris 20 mM pH 7.4, NaCl 160 mM, Tween 20 0,1
%). Se afiadio anticuerpo policlonal especifico para FGF18 humana en tampén de TTBS con leche sin grasa 5 % y
se incubd durante 1 hora. Después de lavar con TTBS, se exploré la mancha de transferencia con IgG de cabra anti
conejo conjugado con HRP (Bio-Rad) durante 1 hora. La mancha de transferencia se lavo posteriormente tres veces
con TTBS antes de la deteccion de quimioluminiscencia con reactivo ECL de Pierce.

La actividad de la proteina FGF18 o trFGF18 puede examinarse usando el ensayo BaF3 como se describe en
Ellsworth y col, Osteoarthritis Cartilage, 10:308 (2002). Un segundo ensayo es el ensayo CCC4 de linea celular de
osteoblastos.

Se desarroll6 un bioensayo in vitro de alto rendimiento para FGF18 usando una linea celular de osteoblastos
inmortalizada (CCC4) derivada de ratones knockout P53. Se establecié una linea de osteoblastos P53 que
expresaban el sistema indicador de luciferasa-elemento de respuesta a suero (SRE). La linea celular clonal usada
se deriv0 transfectando la linea celular de osteoblastos P53 inmortalizada CCC4 con una construccion indicadora de
puromicina/luciferasa-SRE KZ125 y seleccionando con respecto a clones con alta capacidad de induccion de
luciferasa por suero, PDGF y bFGF. El ensayo en su formato actual es sensible, reproducible y pueden generarse
resultados en un periodo de un dia.

Se usa CCC4/KZ125 en todos los experimentos.

Medio de crecimiento: alfa-MEM 500 ml
HIA-FBS 15 % 75 ml
Na piruvato 1 mM 5 mi
L-glutamina 2 mM 5 mi
Puromicina 2 pg/ml 20 pl de reserva de 50 mg/mi
Medio de siembra en placas: alfa-MEM 500 ml
HIA-FBS 1 % 5 ml
Na piruvato 1 mM 5 mi
L-glutamina 2 mM 5 mi
Medio de ensayo: DMEM 500 ml
BSA 1% 66,6 ml de BSA 7,5 %
HEPES 20 mM 10 ml
Na piruvato 1 mM 5 mi
L-glutamina 2 mM 5 mi

(la BSA era de uso en cultivo tisular)

Mantenimiento de células CCC4: las células se pasaron dos veces semanalmente usando relaciones de separacion
de 1:10 (confluyentes en 2 dias), 1:20 (confluyentes en 3 dias), 1:40 (confluyentes en 4 dias).

Preparacion de placas de ensayo: las células se tripsinizan, se resuspenden en medio de crecimiento, después se
centrifugan a 1000 rpm durante 5 minutos. El sedimento celular se resuspende en medio de siembra en placas, se
cuenta en un hemacitémetro, se ajusta a 2 x 10° células/ml y se siembra en placas a 100 pl/pocillo en placas de
microtitulacién blancas opacas Dynatech Microlite (Dynatech, N° 011-010-7418 y Linbro lids. ICN Biomedical, N° 76-
205-05) y se permite que crezcan durante una noche a 37 C, CO>5 %.

Ensayo de induccion de SRE-Luciferasa:

Se diluyen sustancias de ensayo, bFGF y controles de suero en medio de ensayo a una concentracion dos veces
(2X) la concentracion de ensayo deseada final (FAC) y se afiaden (100 ul/pocillo) a placas de ensayo para un
volumen de ensayo final de 200 pl/pocillo. Si las muestras de ensayo estan en DMSO entonces las muestras se
diluyen de modo que la FAC de DMSO no exceda 1 % (o DMF 0,25 %). El medio de ensayo, sin sustancias de
ensayo o compuestos de control, se afiade a 4 pocillos/placa de ensayo para determinar la expresion de luciferasa
basal (no inducida) en cada placa. Se afiade bFGF a FAC 3 ng/ml a 4 pocillos/placa para determinar la maxima
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induccién de luciferasa posible para cada placa. En al menos una placa en cada conjunto de ensayo se realiza una
curva de respuesta a dosis de bFGF completa (FAC 0,001 - 10 ng/ml). Si las reservas de sustancia de ensayo estan
en DMSO (o DMF), entonces se afiade DMSO (o DMF) a los controles de bFGF y basal a una concentracion de
ensayo final (FAC) igual a la de las sustancias de ensayo.

Las placas se incuban durante 4 horas a 37 C, CO2 5 %. El medio de ensayo se descarga de las placas y se afiade
tampon de lisis 1 X (25 pl/pocillo) (Promega, N° 1501). Las placas se incuban después durante 15 minutos a
temperatura ambiente. (Las placas pueden congelarse en este punto para ensayo posterior de la actividad
luciferasa). Se afiade el sustrato de luciferasa (Promega, N° E1501) 50 pl/pocillo, usando el luminémetro
Labsystems Luminoskan para realizar la adicion de sustrato. La sefial de luciferasa (RLU) se lee durante 2
segundos/pocillo después de un retardo de 1 segundo.

Céalculo de los datos: Se resta la sefial basal media (no inducida) de todas las lecturas y los resultados se expresan
como un porcentaje de la induccién maxima producida por bFGF 3 ng/ml. Se calcula la concentracion de sustancia
de ensayo (en pg/ml para extractos en bruto o UM para compuestos puros) que produce 50 % de la induccion de
luciferasa maxima posible (CE50).

Las curvas patrén tipicas para FGF18 humana recombinante derivada de E. coli afiadida al medio de ensayo se
muestran en las Figuras 1y 2. El intervalo lineal y limite inferior de deteccion del ensayo son 0-3 ng/ml y -0,2 ng/ml,
respectivamente.

Ejemplo 6
Analisis de estabilidad de plasmidos

Se inocul6 E. coli en 25 ml de medio Superbroth Il (Becton Dickinson) que contenia antiespumante 289 0,01 %
(Sigma) y kanamicina 30 pg/ml y se cultivd durante una noche a 37 T. Se afiad ieron 25 pl de inoculo a 25 ml del
mismo medio sin kanamicina en un matraz de cultivo de 25 ml que se agité a 275 rpm a 37 T. Se recogier on 100 pl
de cultivo en cuatro puntos temporales diferentes (cuando el cultivo alcanz6 valores de DOggo de 2, 4, 6 y 8). Las
muestras se diluyeron y se sembraron en placas de agar LB sin ningun aditivo. Después de incubacion durante una
noche a 37 T, se sembraron en réplica 100 colonias de E. coli en una placa de agar LB y una placa de agar LB que
contenia kanamicina 30 pg/ml. Después de incubacién durante una noche de a 37 C, el nimero de colonias que se
formé en cada placa se conté y se comparé. El nUmero de colonias que crecia en LB mas kanamicina en relacion
con el nimero que crecio en la placa sin antibiéticos reflejé el porcentaje de células que aun albergaban el vector de
expresion.

Cuando se cultivaron clones de W3110 o zGOLD1 que portaban el vector de expresion pSDH170 o pSDH174
durante 12 horas en medio que no contenia kanamicina, mas del 90 % conservaron el plasmido. Los clones que
portaban el vector de expresion sin el gen de FGF18 mostraron retencion similar del plasmido. Estos datos
demuestran que el vector de expresion pSDH170 o pSDH174 que porta FGF18 o trFGF18 es estable en estas cepas
de produccién.

Las cepas de E. coli, TGl y MM294, no se seleccionaron como el huésped de produccién debido a baja
productividad de FGF18 e inestabilidad plasmidica grave. Los resultados mas prometedores vinieron de los estudios
que usaban la cepa de E. coli W3110 (ATCC N° 27325) para producir FGF18. La productividad de W3110 era
comparable a la de UT5600. Los estudios de estabilidad plasmidica demostraron que el vector de expresion
pTAP337, se mantuvo en W3110 también. UT5600 es una cepa auxotrofica y mas dificil de cultivar a gran escala.
Estas consideraciones condujeron a la seleccién de W3110 como la cepa huésped preferida para produccion de
FGF18.

Ejemplo 7
Fermentacién discontinua

Se preparé un matraz de siembra de primera etapa (matraz de 500 ml graduado con 100 ml de medio) con Difco
APS Super Broth (Difco Laboratories, Detroit, Ml), complementado con glicerol a 5 g/l y kanamicina a 25 pg/ml. El
crecimiento se inicié inoculando el matraz de agitacion con una carga completa de E.coli W3110 o zGOLD1 que
contenia el vector de expresion pSDH170 o pSDH174 de una placa de agar de 24 horas de edad (agar Luria (Difco
Laboratories) que contenia kanamicina 25 pg/ml). El crecimiento en el matraz de agitaciéon fue a una temperatura
apropiada (generalmente, 37 C). El matraz se incub6 con agitacion ajustada a 250 rpm.

Se preparé un recipiente de fermentacioén de 2 | con 2,0 | de Difco APS Super Broth y se esterilizé. El medio de
crecimiento se complemento6 con glicerol a 50 g/l y kanamicina 25 pg/ml mas MgSO4 1 M 5 ml/l. La aireacién del
frasco se ajusté a 1 vwvm y la agitacion se ajusté a 350 rpm. La temperatura se ajusté a 37 C. El ferme ntador se
inocul6 a partir de un cultivo de matraz de siembra de primera etapa crecido durante 16 horas a una densidad 6ptica
(DO) de 10-20 a 600 nm. La inoculacion fue 5 % v/v. El oxigeno disuelto se mantuvo por encima del 20 % de
saturacion aumentando la velocidad de agitacion o utilizando complemento de O; si fue necesario, como se conoce
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bien en la técnica.

El cultivo se dejo crecer hasta que la DOggo alcanzé 2,5 (aproximadamente 2,5 horas). Se afiadié IPTG al cultivo a
una concentracion de 1,0 mM. Se permitié después que el cultivo creciera durante 2,5 horas adicionales.

Ejemplo 8
A. Fermentacién semicontinua

Se prepar6é un matraz de siembra de primera etapa (matraz de 500 ml graduado con 100 ml de medio) con Difco
APS Super Broth complementado con glicerol a 5 g/l y kanamicina a 25 pg/ml. El crecimiento se inicié inoculando el
matraz de agitacion con una carga completa de E.coli W3110 o zGOLD1 (descritas posteriormente) que contenia el
vector de expresion pSDH170 o pSDH174 (descritos anteriormente) de una placa de agar de 24 horas de edad (agar
Luria que contenia kanamicina 25 pg/ml). El matraz de agitacion se incub6 a 30 C con la agitacion ajustada a 250
rpm.

Se prepar6 un frasco de fermentacion de 6 | con 3,0 | de medio de crecimiento ZymoM vy se esteriliz6. El medio de
crecimiento se complementé con glicerol a 20 g/l y kanamicina a 25 pg/ml. El pH del medio se ajusté a pH 6,4. La
aireacion se ajusto a 1 vvm, la agitacion a 350 rpm y la temperatura a 32 C. El fermentador se inoculé a partir de un
cultivo de matraz de siembra de primera etapa que habia crecido durante 16 horas a una DOgoo de 10-20. La
inoculacion fue de 5 % v/v y el oxigeno disuelto se mantuvo por encima de 20 % de saturacién aumentando la
velocidad de agitacion.

Se suministré una solucién de carbohidratos al fermentador comenzando a las 10 horas EFT. El suministro se
continud hasta el final de la fermentacion. La solucion de suministro fue glicerol preparado al 70 % v/v. La tasa de
suministro fue de 6 gramos de glicerol por litro por hora basandose en el volumen de partida inicial. A las 24 horas
EFT, se afiadio IPTG al cultivo a una concentracion de 2 mM. A las 48 horas EFT, la fermentacién se recogié.

En un procedimiento semicontinuo alternativo, se prepard un matraz de siembra de primera etapa (matraz de 500 ml
graduado con 100 ml de medio) con ZSM, complementado con glucosa a 20 g/l y kanamicina a 25 pg/ml. El
crecimiento se inicid inoculando el matraz en agitacion con 300 pl de E.coli W3110 congelada en glicerol 20 % y que
contenia el vector de expresion pTAP337. El cultivo se incubd a 30 T con agitacién a 250 rpm.

Se prepard un recipiente de fermentacién de 6 | con 3,0 | de medio de crecimiento ZymoM y se esterilizé. El medio
de crecimiento se complementé con glucosa a 20 g/l y kanamicina a 25 pg/ml. El pH del medio se ajusté a 6,8. La
aireacion se ajusté a 1 vwm, la agitacion a 350 rpm y la temperatura a 37 °C. El fermentador se inocul6 de un cultivo
de matraz de siembra de primera etapa que habia crecido durante 16 horas a una DOggo de 16. La inoculacion fue
de 5 % volumen/volumen y el nivel de oxigeno disuelto se mantuvo por encima del 20 % de saturacién aumentando
la velocidad de agitacion.

Se suministré una solucién de carbohidratos en el fermentador comenzando a las 10 horas EFT. El suministro se
continud hasta el final de la fermentacién. La solucién de suministro fue glucosa preparada al 60 % v/v y la tasa de
suministro fue de 9,5 gramos de glucosa por litro por hora basandose en el volumen de partida inicial. A las 24 horas
EFT, se afiadié IPTG al cultivo a una concentracién de 2 mM. A las 48 horas EFT, se afiadié IPTG 2 mmol/l al cultivo
llevando la concentracién de IPTG a 4 mM. La fermentacion se recogio a las 56 horas.

Tabla 1

Medio ZSM (matraz de agitacion y fermentador de siembra)
Ingrediente Can g/l o mi/l
Extracto de levadura 5,0
Sulfato sodico dibasico 2,0
Sulfato de amonio dibasico 25
Cloruro de amonio 0,5
Fosfato potasico dibasico 14,6
Fosfato potasico monobasico 3,6
Agua Di 101
Después de esterilizar en autoclave afiadir:
Glucosa 60 % 20g/I (33 ml)
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Medio ZSM (matraz de agitacién y fermentador de siembra)

Ingrediente Can g/l o mi/l

Sol. Trace D 3ml

MgSO4 1M 3ml

Kanamicina (concentraciéon de reserva 25 mg/ml) 1,0 ml

Tabla 2

Solucion de glucosa 60 % para semicontinua

Ingrediente Can g/l
H20 800 ml
Glucosa 1200g
Ajustar volumen con H20 a: 201

Después de esterilizar por autoclave afiadir:

MgSO4 1 M (30 ml/l) 60 ml

Tabla 3

ZymoM - (Medio de fermentacién semicontinua)

Ingrediente Cantidad g/l o ml/I
(NH4)2S04 14,0
KH2P04 2,0
K2HPO4 16,5
Extracto de levadura 55
Glicerol 20,0
Antiespumante AF208 0,1 ml
Conc. H3PO4 15
Agua DI 101
Después de esterilizar con autoclave afiadir:

MgSO4 1M 10 ml
Solucién Trace D* 17,0 ml
Kanamicina (concentraciéon de reserva 25 mg/ml) 1ml
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Tabla 4
Solucién Trace “D” (para medios ZymoM y ZSM)

Ingrediente Can. g/l
FeC13.6H20 6,48
ZnS04.7H20 1,68
MnCI2.4H20 1,20
Na2Mo04.2H20 0,50
CuS04.5H20 0,24
H3BO3 0,72
Conc. H3PO4 48,0 ml
dH20 1,01

B. Fermentacién semicontinua con medio PCOL22

Se prepar6 un matraz de siembra de primera etapa (matraz de 500 ml graduado con 100 ml de medio) con medio
ISM, complementado con glucosa a 20 g/l y kanamicina a 25 pg/ml. El crecimiento se inicié inoculando el matraz con
300 pl de material de un recipiente congelado descongelado de W3110 o zGOLD1 transformadas de forma estable
con psDH170 o pSDH174. El matraz de agitacién se incub6 a 32 T con la agitacién ajustada a 250 rpm.

Se preparé un recipiente de fermentacién de 2 | con 1,2 | de medio PCOL22 (ZSM mas la solucion Trace D como se
describe posteriormente) y se esterilizd. Después de enfriar el medio de crecimiento se complementd con glucosa a
20 g/l, sulfato de magnesio, cloruro de calcico y kanamicina a 25 pg/ml. El pH del medio se ajust6 a 6,8 con
hidréxido de amonio 5 N. La aireacién se ajustd a 1 vvm, la agitacién se ajustoé a 350 rpm y la temperatura a 37 C.
El fermentador se inoculd de un cultivo de matraz de siembra de primera etapa de EE410 que habia crecido durante
16 horas a una DOggo Nm de 10-16. La inoculacién fue a 5 % v/v y el oxigeno disuelto se mantuvo por encima del 20
% de saturacion aumentando la velocidad de agitacion mas complemento de O,. El pH se controld a 6,8 por adicion
de NH4OH 5 N.

Se suministré una solucién de glucosa (60 % p/v) al fermentador comenzando a las 8 horas EFT. Se mantuvo una
tasa de suministro constante de 10 g de glucosa/l de volumen de partida por hora a lo largo de la fermentacion. A las
24 horas EFT, se afiadié IPTG al cultivo a una concentracién de 1 mM. La fermentacion se recogi6é a las 48 horas
EFT.

Solucion Trace "D" (medio PCOL22)

Ingrediente Can. g/l
FeCl3.6H20 3,36
ZnS04.7H20 0,84
MnCI2.4H20 0,51
Na2Mo04.2H20 0,25
CuS04.5H20 0,12
H3BO3 0,36
Conc. H3PO4 48,0 ml
dH20 101

C. Fermentacion semicontinua con medio PCOL22 sin kanamicina

Se prepar6é un matraz de siembra de primera etapa (matraz de 500 ml graduado con 100 ml de medio) con medio
ZSM, complementado con glucosa a 20 g/l y kanamicina a 25 pg/ml. Se inicid el crecimiento inoculando el matraz
con 300 pl de material de un recipiente congelado descongelado que contenia la cepa de produccion. El matraz de
agitacion se incub6 a 32 C con la agitacion ajusta da a 250 rpm.
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Se prepar6 un recipiente de fermentacion de 6 | con 2,7 | de medio PCOL22 y se esteriliz6. Después de enfriar el
medio de crecimiento se complement6é con glucosa 20 g/l, sulfato de magnesio y cloruro calcico. No se afiadio
kanamicina. El pH del medio se ajusté a 6,8 con hidréxido de amonio 5 N. La aireacién se ajustd a 1 vvm, la
agitacion se ajusté a 350 rpm y la temperatura a 37 C. El fermentador se inocul6 de un cultivo de matr az de siembra
de primera etapa de EE410 que habia crecido durante 16 horas a una DOggo nm de 16. La inoculacion fue de 5 %
v/v y el oxigeno disuelto se mantuvo por encima del 20 % de saturacién aumentando la velocidad de agitacion. El pH
se control6 a 6,8 mediante la adicion de NH4OH 5 N.

Se suministré una solucion de glucosa (60 % p/v) al fermentador comenzando a las 8 horas EFT. Se mantuvo una
tasa de suministro constante de 9,5 g de glucosa/l de volumen de partida por hora a lo largo de la fermentacion. A
las 24 horas EFT, se afiadié IPTG al cultivo a una concentracién de 0,5 mM. La fermentacion se recogioé a las 48
horas EFT.

D. Fermentacién semicontinua con medio PCOL22-L

Se prepar6 un matraz de siembra de primera etapa (matraz de 500 ml graduado con 100 ml de medio) con medio
ZSM, complementado con glucosa 20 g/l y kanamicina a 25 pg/ml. El crecimiento se inicié inoculando el matraz con
300 pl de material de un recipiente congelado descongelado que contenia la cepa de produccién. El matraz de
agitacion se incub6 a 32 € con la agitacién ajusta da a 250 rpm.

Se prepar6 un recipiente de fermentacion de 6 | con 2,7 | de medio PCOL22 -L y se esteriliz6. Este medio contiene
acido citrico y tiene un tercio menos de sales para evitar la precipitacion. Después de enfriar el medio de crecimiento
se complemento con glucosa 20 g/l, sulfato de magnesio, cloruro calcico y kanamicina 25 pg/ml. El pH del medio se
ajusté a 6,8 con hidroxido de amonio 5 N. La aireacion se ajusté a 1 vvm, la agitacion se ajusté a 350 rpm y la
temperatura a 37 C. El fermentador se inoculdé de un cultivo de matraz de siembra de primera etapa de EE410 que
habia crecido durante 16 horas a una DOeyo nm de 16. La inoculacion fue de 5 % v/v y el oxigeno disuelto se
mantuvo por encima del 20 % de saturacion aumentando la velocidad de agitacién. El pH se controlé a 6,8 mediante
adicion de NN4OH 5 N.

Se suministré una solucién de glucosa (60 % p/v) sin sulfato de magnesio en el fermentador comenzando a las 8
horas EFT. Se mantuvo una tasa de suministro constante de 9,5 gramos de glucosa/litro de volumen de partida por
hora a lo largo de la fermentacion. A las 24 horas EFT, se afiadio IPTG al cultivo a una concentracion de 0,5 mM. La
fermentacién se recogi6 a las 48 horas EFT.

E. Fermentacién semicontinua con medio PCOL12-L

Se prepar6 un matraz de siembra de primera etapa (matraces de 500 ml graduados con 100 ml de medio) con medio
ZSM, complementado con glucosa a 20 g/l y kanamicina a 25 pg/ml. El crecimiento se inicié inoculando el matraz
con 300 pl de material de un recipiente congelado descongelado que contenia la cepa de produccion. El matraz de
agitacion se incub6 a 32 °C con agitacién ajustada a 250 rpm.

Se prepar6 un recipiente de fermentacion de 6 | con 2,7 | de medio PCOL22-L y se esteriliz6. Este medio contiene un
cuarto menos de sales para evitar la precipitacion. Después de enfriar el medio de crecimiento se complementé con
glucosa 20 g/l, sulfato de magnesio, cloruro calcico y kanamicina a 25 pg/ml. El pH del medio se ajusté a 6,8 con
hidréxido de amonio 5 N. La aireacién se ajusto a 1 vvm, la agitaciéon se ajusté a 350 rpm y la temperatura a 37 °C.
El fermentador se inoculd de un cultivo de matraz de siembra de primera etapa de EE410 que habia crecido durante
16 horas a una DOggp Nm de 16. La inoculacién fue de 5 % v/v y el oxigeno disuelto se mantuvo por encima del 20 %
de saturacion aumentando la velocidad de agitacion. El pH se control6 a 6,8 mediante adicion de NH4sOH 5 N.

Se suministré una solucién de glucosa (60 % p/v) sin sulfato de magnesio en el fermentador comenzando a las 8
horas EFT. Se mantuvo una tasa de suministro constante de 9,5 g de glucosa/l de partida por hora a lo largo de la
fermentacion. A las 24 horas EFT, se afiadi6 IPTG al cultivo a una concentracion de 0,5 mM. La fermentacion se
recogi6 a las 48 horas EET.

F. Fermentaciéon semicontinua con medio PCOL12-R

Se prepar6 un matraz de siembra de primera etapa (matraz de 500 ml graduado con 100 ml de medio) con medio
ZSM, complementado con glucosa a 20 g/l y kanamicina a 25 pg/ml. El crecimiento se inici6é inoculando el matraz
con 300 ul de material de un recipiente congelado descongelado que contenia la cepa de produccién. El matraz de
agitacion se incub6 a 32 °C con agitacion ajustada a 250 rpm.

Se prepar6 un recipiente de fermentacion de 6 |1 con 2,7 | de medio PCOL22-R y se esterilizd. Este medio contiene
niveles aumentados de extracto de levadura y glucosa para aumentar el crecimiento de la cepa huésped antes de
iniciar el suministro de glucosa. Después de enfriar el medio de crecimiento se complementé con glucosa a 40 g/,
sulfato de magnesio, cloruro calcico y kanamicina a 25 pg/ml. El pH del medio se ajust6 a 6,8 con hidréxido de
amonio 5 N. La aireacidn se ajustd a 1 vvm, la agitacion se ajustd a 350 rpm y la temperatura a 37 °C. El
fermentador se inoculé de un cultivo de matraz de siembra de primera etapa de EE410 que habia crecido durante 16
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horas a una DOeoo NM de 16. La inoculacion fue de 5 % v/v y el oxigeno disuelto se mantuvo por encima del 20 % de
saturacion aumentando la velocidad de agitacion.

Se suministré una solucién de glucosa (60 % p/v) al fermentador comenzando a las 8 horas EFT. Se mantuvo una
tasa de suministro constante de 9,5 g de glucosa/l de volumen de partida por hora a lo largo de la fermentacién. A
las 24 horas EFT, se afiadié IPTG al cultivo a una concentracion de 0,5 mM. La fermentacion se recogio a las 48
horas EFT.

G. Fermentacion semicontinua en recipiente de 20 I.

En un procedimiento semi continuo alternativo, se prepard un recipiente de siembra de primera etapa (6 I) con 3,0 |
de medio ZSM, complementado con glucosa a 20 g/l y kanamicina a 25 pg/ml. El crecimiento se inicié inoculando el
vehiculo con 3,0 ml de material de un recipiente congelado descongelado que contenia la cepa de produccién. La
aireacion se ajustd a 1 vvm, la agitacion se ajust6 a 350 rpm y la temperatura a 32 °C.

Se preparé un recipiente de fermentacion de 20 | con 10,8 | de medio PCOL22 y se esterilizé. Después de enfriar el
medio de crecimiento se complementé con glucosa a 20 g/l, sulfato de magnesio, cloruro calcico y kanamicina a 25
pg/ml. El pH del medio se ajusté a 6,8 con hidréxido de amonio 5 N. La aireacién se ajustoé a 1 vwm, la agitacion se
ajusto a 350 rpm y la temperatura a 37 °C. El fermentador se inoculd del cultivo de recipiente de siembra de primera
etapa de EE410 que habia crecido durante 16 horas a una DOgy Nm de 16. La inoculacion fue de 5 % viv y el
oxigeno disuelto se mantuvo por encima del 20 % de saturacién aumentando la velocidad de agitacion. El pH de
cultivo se control6 a 6,8 a través de la adicién de hidréxido de amonio 5 N.

Se suministré una solucion de glucosa (60 % p/v) al fermentador comenzando a las 8 horas EFT. Se mantuvo una
tasa de suministro constante de 9,5 g de glucosa/l de volumen de partida por hora a lo largo de la fermentacion. A
las 24 horas EFT, se afiadié IPTG al cultivo a una concentracién de 0,5 mM. La fermentacion se recogié a las 48
horas EFT.

H. Fermentacion semicontinua con siembra de etapa 2

Se prepar6 un matraz de siembra de primera etapa (matraz de 500 ml graduado con 100 ml de medio) con medio
ZSM, complementado con glucosa a 20 g/l y kanamicina a 25 pg/ml. El crecimiento se inicié inoculando el matraz
con 300 ul de material de un recipiente congelado descongelado que contenia la cepa de produccién. El matraz de
agitacion se incub6 a 32 °C con la agitacion ajustada a 250 rpm.

Se preparé un recipiente de siembra de segunda etapa (6 I) con 3,0 | de medio ZSM complementado con glucosa a
20 g/l y kanamicina a 25 pg/ml. El crecimiento se inicié inoculando el recipiente con 100 ml de material de un matraz
de siembra de primera etapa que contenia la cepa de produccién EE410 (E. coli W3110 que contenia el vector de
expresion pTAP337). La aireacion se ajustd a 1 vwm, la agitacion se ajustd a 350 rpm y la temperatura a 32 °C.

Se preparé un recipiente de fermentacion de 20 | con 10,8 | de medio PCOL22 y se esterilizé. Después de enfriar el
medio de crecimiento se complementé con glucosa a 20 g/l, sulfato de magnesio, cloruro calcico y kanamicina a 25
pg/ml. El pH del medio se ajusté a 6,8 con hidréxido de amonio 5 N. La aireacion se ajusté a 1 vvm, la agitacion se
ajusté a 350 rpm y la temperatura a 37 °C. El fermentador se inoculd de un recipiente de siembra de segunda etapa
que se habia cultivado durante 12 horas a una DOgoo Nm de 16. La inoculacion fue de 5 % v/v y el oxigeno disuelto
se mantuvo por encima del 20 % de saturacién aumentando la velocidad de agitacion. El pH del cultivo se controlé a
6,8 a través de la adiciéon de hidréxido de amonio 5 N.

Se suministré una solucién de glucosa (60 % p/v) al fermentador comenzando a las 8 horas EFT. Se mantuvo una
tasa de suministro constante de 9,5 g de glucosa/l de volumen de partida por hora a lo largo de la fermentacién. A
las 24 horas EFT, se afiadié IPTG al cultivo a una concentracién de 0,5 mM. La fermentacion se recogié a las 48
horas EFT.

|. Fermentacién semicontinua con zGOLD1

La construccién del vector de expresion zGOLD1 se describe en el Ejemplo 19. Se preparé un matraz de siembra de
primera etapa (matraz de 500 ml graduado con 100 ml de medio) con medio ZSM, complementado con glucosa a 20
g/l y kanamicina a 25 pg/ml. El crecimiento se inicié inoculando el matraz con 300 ul de material de un recipiente
congelado descongelado que contenia la cepa de produccion de E. coli W3110 ompT - (zGOLD1) que contenia el
vector de expresion pSDH170 o pSDH174. El matraz de agitacion se incubé a 32 °C con la agitacion ajustada a 250
rpm.

Se prepar6 un recipiente de fermentacion de 6 | con 2,7 | de medio PCOL22 y se esterilizd. Después de enfriar el
medio de crecimiento se complementé con glucosa a 20 g/l, sulfato de magnesio, cloruro célcico y kanamicina a 25
pg/ml. El pH del medio se ajusto a 6,8 con hidréxido de amonio 5 N. La aireacion se ajusté a 1 vvm, la agitacion se
ajusté a 350 rpm y la temperatura a 37 °C. El fermentador se inoculd de un cultivo de matraz de siembra de primera
etapa de EE410 que habia crecido durante 16 horas a una DOgopo nm de 16. La inoculacién fue del 5 % viv y el
oxigeno disuelto se mantuvo por encima del 20 % de saturacion aumentando la velocidad de agitacion. El pH del
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cultivo se control6 a 6,8 a través de la adicién de hidroxido de amonio 5 N.

Se suministré una solucion de glucosa (60 % p/v) al fermentador comenzando a las 8 horas EFT. Se mantuvo una
tasa de suministro constante de 9,5 g de glucosa/l de volumen de partida por hora a lo largo de la fermentacién. A
las 24 horas EFT, se afiadié IPTG al cultivo a una concentracion de 0,5 mM. La fermentacion se recogio a las 48
horas EFT.

Medio de Produccién de PCOL22

Tabla 5
Ingrediente Can. g/l o Ml/I
(NH4)2504 14,0
KH2PO4 2,0
K2HPO4 16,5
Antiespumante AF208 0,1 ml
Agua DI 0,9201

extracto de levadura (opcional) 5,0

Después de esterilizar con
autoclave afadir:

MgSO4 1M 10 ml

Solucién Trace D* 34,0 ml

Kanamicina (concentracién de

reserva 25 mg/ml) 1 ml
CaCl,-2H,0 1M 2 mi
Glucosa (60 % p/v) 33,0 ml
Medio PCOL22-L
Tabla 6
Ingrediente Can. g/l oml/l
(NH4)2S04 9,25
KH2PO4 1,32
K2BPO4 10,90
Acido Citrico 1,09
Antiespumante AF204 0.1ml
Agua DI 0,920
Después de esterilizar con
autoclave afadir:
MgS0O4 1M 10 ml
Solucién Trace D* 34,0 ml
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(cont)
Kanamicina (concentracién de
1ml
reserva 25 mg/ml)
CaCl,-2H,0 1M 2ml
Glucosa (60 % p/v) 33,0 ml

60 % de glucosa para semicontinua usando medio PCOL22-L y PCOL 12L

Tabla 7
Ingrediente Can g/l
H20 800 ml
Glucosa (60 % p/v) 1.200¢g
Ajustar volumen con H20 a: 2,01
Autoclave

Medio PCOL12-R

Tabla 8
Ingrediente Can. g/l o ml/l
(NH4)2S04 14,0
KH2PO4 2,0
K2BPO4 16,5
Extracto de Levadura 20,0
Antiespumante AF204 0,1 ml
Agua DI 0,920
Después de esterilizar con
autoclave afiadir:
MgS0O4 1M 10,0 mi
Solucién Trace D* 34,0 ml
Kanamicina (concentracién de
reserva 25 mg/ml) 1 ml
CaClz-2H20 1M 2ml
Glucosa (60 % p/v) 66,0 ml

Medio PCOL12-L
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Tabla 9
Ingrediente Can. g/l o Ml/I
(NH4)2S04 10,5
KH2PO4 1,50
K2HPO4 12,4
Extracto de Levadura 5,0
Antiespumante AF204 0,1 ml
Agua DI 0,920
Después de esterilizar con
autoclave afadir:
MgS0O4 1M 10,0 mi
Solucién Trace D* 34,0 ml
Kanamicina (concentracion de
reserva 25 mg/ml) 1ml
CaCl-2H20 1M 2ml
Glucosa (60 % p/v) 33,0 ml

Ejemplo 9
Recuperacion de FGF18
A. Rotura de células recogidas

El sedimento de E. coli recogido se produjo por fermentacion semicontinua y contenia aproximadamente 5-6 g/l de
FGF 18 o trFGF18 en forma de cuerpos de inclusion. El caldo de fermentacién (1 |) se sedimentd por centrifugacion
a 8.000 x g durante 30 minutos. El sedimento se resuspendié en 850 ml de tamp6n de rotura (Tris 100 mM, pH 7,2,
ZnCl, 5 mM) y se enfrio en hielo. El caldo se pas6 a través del homogeneizador APV tres veces a 68,93 MPa. El
caldo se centrifugd después a 8.000 x g durante 30 minutos. El sobrenadante se descartd, teniendo cuidado de
conservar el sedimento suelto. El sedimento se lavé dos veces por resupension en 800 ml de agua DI y se
centrifugacion a 8.000 x g durante 40 minutos. El sobrenadante se descartd, teniendo cuidado de conservar el
sedimento suelto. El sedimento de cuerpos de inclusion se almacend a -60 °C o se replegd sin congelar.

B. Rotura Directa del caldo recogido

El caldo de E. coli recogido se produjo por fermentacién semicontinua y contenia aproximadamente 6-7 g/l de
FGF18 o trFGF18 en forma de cuerpos de inclusion. El caldo de fermentacion (0,5 I) se diluyé a 1,0 | con agua
desionizada y se pasoé a través del homogeneizador APV tres veces a 68,93 MPa. El caldo se centrifugé después a
15.000 x g durante 30 minutos. El sobrenadante se descartd, teniendo cuidado de conservar el sedimento suelto. El
sedimento se resuspendié en 500 ml de agua DI y se centrifugd a 15.000 x g durante 30 minutos. El sobrenadante
se descart6, teniendo cuidado de conservar el sedimento suelto. La etapa de lavado se repitié y el sedimento de
cuerpos de inclusion se almacend a -80 °C o se replegd6 sin congelar.

C. Solubilizacion y precipitacion

1. Se consiguié solubilizacién por suspension del sedimento del cuerpo de inclusién lavado en 200 ml de Tris
100 mM, clorhidrato de Guanidina 6 M, ZnCl, 5 mM, pH 7,2 a temperatura ambiente durante 1 hora. La
suspension se centrifugé después a 12.000 g durante 30 minutos. El sobrenadante se mantuvo a 4 °C. El
sobrenadante se diluyé 1:8 (v/v) en Tris 100 mM, ZnCl, 5 mM, pH 7,2. La suspensién se centrifugd a 12.000 x g
durante 10 minutos. El sobrenadante se descartd. El sedimento se resuspendié en 200 ml de Tris 100 mM,
urea 8 M, pH 7,2. La suspension se centrifugd a 12.000 g durante 30 minutos. El sobrenadante se descarté. El
procedimiento de lavado se repiti6 dos veces mas. La resolubilizacién se consiguié por suspension del
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sedimento lavado en 200 ml de Tris 100 mM, clorhidrato de Guanidina 6 M, DTT 10 mM, pH 7,2. La suspension
se centrifugd a 12.000 x g durante 30 minutos. La concentracién de proteinas en el sobrenadante como se
midié por ensayo de proteinas HPLC fue de 10 mg/ml. La muestra de FGF 18 o trFGF18 se almaceno después
a4°C.

2. La solubilizacion de FGF18 o trFGF18 se consiguié suspendiendo el sedimento de cuerpos de inclusion
lavado en clorhidrato de guanidina 6 M, ditiotreitol (DTT) 40 mM preparado en Tris 100 mM, pH 8,0 (GDT40).
Se usaron aproximadamente 150 ml de GDT40 por litro de caldo de fermentacién original. La solubilizacion
tuvo lugar a temperatura ambiente durante 1 hora. Después se centrifugd la suspension. El sobrenadante de
los cuerpos de inclusion disueltos se repleg6 por diluciéon (20-30 X) en un tampén de replegamiento que
contenia un par de oxidacién-reduccién cistina/DTT mas arginina 0,75 M. Se permiti6 que el replegamiento
tuviera lugar durante 5-16 horas después de lo cual el pH de la mezcla se ajust6 a pH 5,5 y se filtr6 antes del
suministro para purificacion.

D. Rotura directa de caldo recogido de zGOLD1

El caldo zGOLD1 de E. coli recogido se produjo por fermentacién semicontinua en medio PCOL22 (descrito
anteriormente) y contenia aproximadamente 9-10 g/l de trFGF18 en forma de cuerpos de inclusion. El caldo de
fermentacién (0,5 1) se diluy6 a 1,0 | con agua desionizada y se paso a través del homogeneizador APV tres veces a
68,93 MPa. El caldo se centrifugd después a 15.000 x g durante 30 minutos. El sobrenadante se descartd, teniendo
cuidado de conservar el sedimento suelto. El sedimento se resuspendié en 500 ml de agua DI y se centrifugé a
15.000 x g durante 30 minutos. El sobrenadante se descarté teniendo cuidado de conservar el sedimento suelto. El
sedimento se resuspendié en 500 ml de agua DI y se centrifugd a 15.000 x g durante 30 minutos. El sobrenadante
se descarto, teniendo cuidado de conservar el sedimento suelto. El sedimento de cuerpos de inclusion se almacen6
a -80 °C o se repleg0 sin congelar.

Ejemplo 10
A. Solubilizacion de cuerpos de inclusion lavados

Se consiguio solubilizacién por suspension del sedimento del cuerpo de inclusion lavado en 150 ml de Tris 100 mM,
clorhidrato de guanidina 6 M, ditiotreitol 20 mM, pH 7,5 a temperatura ambiente durante 1 hora. La suspension se
centrifugé después a 12.000 x g durante 30 minutos. La concentracion de proteina en el sobrenadante como se
midié por ensayo de proteinas HPLC fue de 21 mg/ml. La muestra de FGF18 se almacen6 después a 4 °C.

B. Solubilizacién de cuerpos de Inclusién Lavados de zGOLD1

Se consiguid solubilizacion por suspensién de un sedimento de cuerpos de inclusion lavado de 1 | de caldo de
fermentacion en 150 ml de Tris 100 mM, clorhidrato de Guanidina 6 M, ditiotreitol 40 mM, pH 8,0 a temperatura
ambiente durante 1 hora. La suspension se centrifugd después a 15.000 x g durante 30 minutos. La concentraciéon
de proteina en el sobrenadante como se midié por ensayo de proteinas HPLC fue de 2,9 mg/ml. La muestra se
almaceno después a 4 °C.

C. Clarificacion de cuerpos de inclusion solubilizados

Se us6 resina de cromatografia de afinidad metalica inmovilizada (IMAC) para clarificar sedimentos de cuerpos de
inclusién de FGF18 solubilizados. En un ejemplo, los sedimentos de cuerpos de inclusiéon lavados se solubilizaron
durante 1 hora a temperatura ambiente en HCI de guanidina 6 M, que contenia Imidazol 10 mM, pH 7,5, se cargaron
columnas de trampa de His de 1,0 ml (Amersham Biosciences) con 0,5 ml de NiSO4 0,1M. Después de cargar y
lavar con agua, se usaron 5,0 ml de tampén de unién que consistia en GUHCI 6 M, Imidazol 20 mM, NaCl 0,5 My
fosfato 20 mM para equilibrar la columna.

La muestra de soluto (1,0 ml) se aplicé a la columna y la columna se lavé con 5,0 ml del tamp6n de unién. Se eluy6
FGF18 aplicando 2,5 ml de tamp6n de eluciéon (GuHCI 6M, Imidazol 0,5 M, NaCl 0,5 M y fosfato 20 mM) a la
columna. La etapa de elucion y las muestras se analizaron con respecto a pureza y clarificacion usando geles de
SDS-PAGE.

Ejemplo 11
Replegamiento
A. Renaturalizacion

Se determin6 por HPLC de fase inversa que la concentracion de FGF18 en la fraccién solubilizada era 21 mg/ml. La
determinacién del volumen de tampo6n de replegamiento se bas6 en la cantidad de soluto y la concentracion a
FGF18 presente en el soluto. El tampén de replegamiento (Tris 50 mM pH 8 y NaCl 120 mM) se afiadié seguido de
CuS0O4 0,5 M (1:1.000 v/v) y se agitdé durante 30 minutos.
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Ejemplo 12
Captura de FGF18 replegada
A. Intercambio catiénico usando resina TOYOPEARL SP 550 C

Después de la concentracion, se capturé FGF18 en una columna de intercambio catiénico. En un ejemplo, la FGF18
concentrada se diluye tres veces con agua o acetato sédico 25 mM, pH 5,5. Se forma un precipitado que se retira
por filtracion después de 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente. Se usa un filtro Polysep Il de 1,2 um de
Millipore (Millipore) o una membrana Cuno Zeta Plus AS0OMO3 de 1,2-0,8 um (Cuno, Meriden, CN). La FGF18 filtrada
se carga en una columna de resina TOYOPEARL_SP550C (Tosoh Biosep) equilibrada con tampén de equilibrio
(acetato sodico 25 mM, NaCl 0,2 M, pH 5,5). La columna se carga a una capacidad de 6-10 g de FGF18 por litro de
resina, la altura del lecho es de 15 cm, la absorbancia de UV a 280 nm y 215 nm se controla y se usa un caudal de
150 cm/hora. Después de cargar la columna se lava con tampén de equilibrio hasta que la absorbancia de UV
vuelve a la medida basal. La columna se lava después con 4 volumenes de columna de tampon de equilibrio 50 %,
tampon de elucion 50 % (acetato sédico 25 mM, NaCl 1,0 M, pH 5,5). Se eluye FGF18 de la columna con tampoén de
equilibrio 25 %, tampoén de eluciéon 75 %. Como alternativa, después de cargar FGF18 en la columna y lavar con
tampon de equilibrio, se eluye FGF18 de la columna con un gradiente lineal de 10 volimenes de columna de tampén
de equilibrio 100 % a tampén de elucion 100 %.

Como alternativa, después del ajuste de pH, dilucién, etapa de mantenimiento y filtracion usando filtracion de
profundidad, la FGF18 se captura en cromatografia de intercambio catiénico. La solucion filtrada se carga en una
columna de resina TOYOPEARL_SP550C (Tosoh Biosep) y se equilibra a condiciones de tampoén de equilibrio
(acetato sédico 25 mM, pH 5,5, NaCl 0,4 M). La columna se carga a una capacidad de 6 a 15 g de FGF18 por litro
de resina. La absorbancia de UV a 280 nm y 215 nm se controla y se usa un caudal de 150 cm/hora. Después de la
carga, la columna se carga con tampon de equilibrio hasta que la absorbancia de UV vuelve a la linea basal. Se
eluye FGF18 de la columna usando un gradiente de etapa para tampon de elucién 100 % (acetato sédico 25 mM, pH
5,5, NaCl 0,75 M).

B. Cromatografia de intercambio catiénico usando resina de SP Sepharose XL

La FGF18 concentrada se diluye 10 veces con acetato sodico 25 mM, pH 5,5. Se forma un precipitado que se retira
por filtracién después de 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente. Se sigue un filtro Polypro XL de 1,2 ym
de Millipore (Millipore) de un filtro Whatman Polycap 75 AS de 0,45 pm (Maidstone, Kent, Reino Unido). La FGF18
filtrada se carga en una columna de resina de SP Sepharose XL de Amersham Biosciences equilibrada con tampén
de equilibrio (acetato sédico 25 mM, NaCl 0,2 M, pH 5,5). La columna se carga a una capacidad de 3-6 g de FGF18
por litro de resina, la altura del lecho es de 15 cm, la absorbancia de UV a 280 nm y 215 nm se controla y se usa un
caudal de 150 cm/hora. Después de cargar la columna se lava con tampon de equilibrio hasta que la absorbancia de
UV vuelve a la medida basal. La columna se lava después con 4 voliumenes de columna de tampdn de equilibrio 25
%, tampon de elucién 75 % (acetato sodico 25 mM, NaCl 1,0 M, pH 5,5). Se eluye FGF18 de la columna con tampén
de equilibrio 50 %, tampon de elucién 50 %.

C. Cromatografia de intercambio catiénico usando resina Streamline SP XL

En otro ejemplo, FGF18 no se concentra por filtracién de flujo tangencial antes de la captura por cromatografia de
intercambio cationico. Después del replegamiento, el pH se ajusta a 5,5 y el material se filtra a través de un filtro de
punto de corte nominal de 1,2 um. Se equilibra una columna Streamline de Amersham Biosciences empaqguetada
con Streamline SP XL de Amersham Biosciences con tampén de equilibrio (acetato sodico 25 mM, NaCl 0,2 M, pH
5,5). Después del equilibrio, la FGF18 replegada filtrada con pH ajustado se carga en la columna usando dilucion en
linea, es decir, se carga FGF18 replegada ajustada para el pH filtrada al 30 % y agua al 70 % usando el sistema de
cromatografia para generar la relacion correcta. La FGF18 se carga en la columna en una direccion de flujo
ascendente usando un caudal que provoca una expansion dos veces de la resina en comparacion con la altura del
lecho sedimentado. Una vez que la FGF18 replegada ajustada para pH filtrada se ha cargado se reemplaza con
tampon de equilibrio. EI bombeo a la columna se continda después con tampon de equilibrio al 30 % y agua al 70 %
hasta que la conductividad registrada en la entrada de columna es < 10 mS/cm. La columna se lava después con
tampon de equilibrio en modo de flujo ascendente con una expansion de altura de lecho sedimentado dos veces
hasta que la absorbancia de UV a 280 nm vuelve a la medida basal. El flujo se detiene después y se permite que el
lecho de la resina se sedimente. Se desciende el émbolo de la columna de Streamline a la altura del lecho
sedimentado y la columna se lava con tampon de equilibrio en modo de flujo descendente para 2 volimenes de
columna a un caudal de 150 cm/hora. Después se eluye FGF18 con tampén de elucion 50 % (acetato sddico 25 mM,
NaCl 1,0 M, pH 5,5) y tampén de equilibrio 50 % en modo de flujo descendente a 150 cm/hora.

Ejemplo 13
Purificacion intermedia de FGF18 por cromatografia de interaccion hidréfoba

A. Cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) usando resina de Sepharose de butilo
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Se ajusta FGF18 a sulfato de amonio 1,5 M afiadiendo 198 g de sulfato de amonio sélido por litro de solucion de
FGF18. La solucion se agita hasta que el sulfato de amonio se disuelve y después se retira material sélido por
filtracion a través de un filtro de punto de corte nominal de 0,45 um. En un ejemplo, se equilibra una columna de 15
cm alto de butil Sepharose 4 FF de Amersham Biosciences para tampdn de equilibrio (acetato sédico 25 mM, cloruro
sédico 50 mM, sulfato de amonio 1,5 M, pH 5,5). La solucién de FGF18 filtrada ajustada se carga en la columna a
una capacidad de 1,0-2,5 g de FGF18 por | de resina a un caudal de 150 cm/hora. Se controla la absorbancia de UV
a 280 nm y 215 nm. Después de cargar la columna se lava con tampdén de equilibrio hasta que la absorbancia de UV
vuelve a la medida basal. FGF18 se eluye de la columna con tampdn de equilibrio 50 % y tampon de elucién 50 %
(acetato sddico 25 mM, cloruro sédico 50 mM, pH 5,5). Como alternativa, después de cargar FGF18 en la columna y
lavar con tampdn de equilibrio, FGF18 se eluye de la columna con un gradiente lineal de 10 volumenes de columna
de tampon de equilibrio 100 % a tampdn de elucién 100 %.

B. HIC usando resina TOYOPEARL 650 M

En otro ejemplo se usa una resina diferente, butilo de TOYOPEARL 650 M de Tosoh Biosep para purificar la FGF18.
El procedimiento es el mismo que el usado para la resina de butil Sepharose FF con las siguientes excepciones: el
eluato de intercambio cationico se ajusta a (NH4)2SO4 1,5 M usando una solucion madre de (NH4).SO4 3,5 M; la
solucién de FGF18 filtrada ajustada se carga en la columna a una capacidad de 10-12 g de FGF18 por | de resina;
después de la carga, la columna se lava con tampon de equilibrio hasta que la absorbancia de UV vuelve a la
medida basal; FGF18 es eluye de la columna con tampdn de eluciéon 100 % (acetato sédico 25 mM, pH 5,5, NaCl
0,05 M, (NH4)2S04 0,15 M).

Ejemplo 14
A. Concentracion e intercambio de tamp6n de FGF18 purificado a solucion salina tamponada con fosfato

Después de la purificacion FGF18 se somete a ultrafiltracion y diafiltracion para concentrarlo e intercambiarlo a un
tampon adecuado para almacenamiento. Se sanea un aparato de filtracion de flujo tangencial y membranas (placa
de punto de corte de 5 kDa de peso molecular y sistema de marco de Millipore Pellicon Biomax) usando NaOH 0,5
M y se aclaran con agua. Para FGF18 purificada de 1 | de caldo de fermentacion, se usa un area de membrana de
0,1 m? o menor con una tasa de flujo cruzado de aproximadamente 20-25 litros/hora y una presion transmembrana
de 68,95 kPa a 103,42 kPa. FGF18 se concentra a aproximadamente 15-20 mg/ml y después se diafiltra frente a
aproximadamente 5-10 diavolimenes de solucién salina tamponada con fosfato, pH 6,0. La FGF18 con intercambio
de tampdn concentrada se almacena a -80 C.

B. Concentracion e intercambio de tampdn de FGF18 purificada a tampon de histidina/manitol

Después de la purificacion por SP HP Sepharose, FGF18 se somete a ultrafiltracion y diafiltracion para concentrar e
intercambiar FGF18 purificada a un tampén adecuado para almacenamiento. Se sanean un aparato de filtracion de
flujo tangencial y membranas (placa de punto de corte de 5 kDa de peso molecular y sistema de marco Millipore
Pellicon Biomax) usando NaOH 0,5 M y se aclaran con agua. Para FGF18 purificada, de 1 | de caldo de
fermentacion, se usa un area de membrana de 0,1 m? o menos con una tasa de flujo cruzado de aproximadamente
30 I/hora a una presién transmembrana de 172,37. FGF18 se concentra a aproximadamente 10-15 mg/ml y después
se diafiltra frente a aproximadamente 5-10 diavolimenes de histidina 10 mM, manitol 4,72 % (p/v), pH 5,0-5,3. La
solucién resultante se esteriliza por filtracion.

Ejemplo 15

Purificacién adicional de FGF18

A. Cromatografia de intercambio catidnico usando resina de SP HP Sepharose para pulido

Se realiza purificacion adicional usando SP HP Sepharose para mejorar adicionalmente la pureza global. El eluato
de butilo de TOYOPEARL 650 M se eluye a 30 mS/cm con agua y después se ajusta a pH 6,0 usando una solucién
madre de fosfato sodico dibasico. La solucion ajustada se filtra después usando un filtro de 0,22 pm. El material
filtrado se carga en la columna a 10-15 g de FGF18 por | de resina en una columna equilibrada con fosfato 50 mM,
pH 6,0, NaCl 0,3 M. Se usan UV 280 nm y UV 215 nm para controlar la cromatografia. Después de cargar, la
columna se lava con tampoén de equilibrio hasta que UV alcanza la medida basal. Se eluye FGF18 de la columna
usando un gradiente de 20 volimenes de columna a tampon de elucién 100 % (fosfato 50 mM, pH 6,0, NaCl 0,7 M).

B. Cromatografia de intercambio ani6nico

FGF18 se pasa a través de una columna de intercambio aniénico para retirar endotoxina. Se equilibra una columna
de Q Sepharose FF de Amersham Biosciences con tampdn de equilibrio (Tris 20 mM, pH 8,0). La solucién de FGF18
se ajusta a una conductividad de < 10 mS/cm con tamp6n de equilibrio. La solucién de FGF18 ajustada se carga en
la columna a un caudal de 150 cm/hora. FGF18 no se une a la columna y se recoge en el flujo continuo. En otros
ejemplos, puede usarse resina DEAE Sepharose FF de Amersham Biosciences o0 membranas Q Pall Mustang en
lugar de Q Sepharose FF para purificar FGF18. En otros ejemplos mas, se ha mostrado que los valores de pH en el
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intervalo de 5,0 a 9,0 dan como resultado FGF18 que pasa a través del medio de intercambio aniénico.
C. Cromatografia de interaccion hidrofoba

En otros ejemplos, se ha usado cromatografia de interaccion hidréfoba, usando condiciones diferentes de las
descritas anteriormente con resina de butilo para purificar FGF18. Puede usarse fenil Sepharose FF de alto Sub de
Amersham Biosciences, fenil Sepharose HP de Amersham Biosciences y butil Sepharose 4 FF de Amersham
Biosciences como resina en modos tanto de union como de flujo continuo. Para unir FGF18, las columnas se
equilibran con acetato sodico 25 mM, cloruro sédico 50 mM, sulfato de amonio 1,5 M, pH 5,5. FGF18 se ajusta a
sulfato de amonio 1,5 M afadiendo sulfato de amonio sélido y agitando hasta que se disuelve. La solucién de FGF18
ajustada se carga en la columna equilibrada a un caudal de 150 cm/hora. Se controla la absorbancia de UV a 280
nm y 215 nm. Después del lavado, la FGF18 se eluye de la columna con un gradiente lineal de 10 volimenes de
columna de tamp6n de equilibrio 100 % a tampén de eluciéon 100 % (acetato sodico 25 mM, NaCl 50 mM, pH 5,5).
En modo de flujo continuo la solucién que contiene FGF18 se ajusta a sulfato de amonio 1,0 M 0 menos y se carga
en una columna equilibrada con acetato sédico 25 mM, NaCl 50 mM, sulfato de amonio 1,0 M, pH 5,5. Se recoge el
flujo continuo.

En otros ejemplos, se ha usado cromatografia de interaccion hidréfoba usando sulfato sédico como sal, en lugar de
sulfato de amonio, para purificar FGF18. Puede usarse fenil Sepharose FF de alto Sub de Amersham Biosciences,
fenil Sepharose HP de Amershan Biosciences y butil Sepharose 4 FF de Amersham Biosciences como resina. Las
columnas se equilibran a acetato sédico 25 mM, cloruro sédico 50 mM, sulfato sédico 1,5 M, pH 5,5. FGF18 se
ajusta a sulfato sédico 1,5 M afiadiendo sulfato sédico sélido y agitando hasta que el sulfato sddico se disuelva. La
solucién de FGF18 ajustada se carga en la columna equilibrada a un caudal de 150 cm/hora. Se controla la
absorbancia de UV a 280 nm y 215 nm. Después del lavado, la FGF18 se eluye de la columna con un gradiente
lineal de 10 voliumenes de columna de tamp6n de equilibrio 100 % a tampén de elucién 100 % (acetato sodico 25
mM, NaCl 50 mM, pH 5,5).

En otro ejemplo, se realizé flujo continuo de HIC FPLC en un sistema BIOCAD 700E FPLC (Perseptive Biosystems,
Framingham, MA) equipado con columna de butil Sepharose 4 FF (Amersham Biosciences). La columna se
acondicioné con NaOAc 25 mM, NaCl 600 mM, (NH4)2S041 M, pH 5,5. Se afiadié (NH4)2SO4 sélido al eluato de
intercambio catiénico a una concentracion final de 1 M. La solucién se carg6 en la columna y se recogié FGF18 en el
flujo continuo.

D. IMAC usando Sepharose quelante metalico

Se usa Sepharose quelante de Amersham Biosciences (Amersham) para purificar adicionalmente FGF18. Se carga
eluato de FF18 CIE capturado en una columna cargada con cobre, zinc o iones de niquel equilibrada después con
acetato sodico 25 mM, pH 5,5; NaCl 0,8 M. Se usan UV 280 nm y UV 215 nm para controlar la cromatografia. La
columna se lava después con tampén de equilibrio hasta la medida basal y se eluye usando un gradiente de 10 VC a
tampon de elucién 100 % (acetato sédico 25 mM, pH 5,5; NaCl 0,8 M, imidizol 0,5 M).

Ejemplo 16
A. Andlisis de HPLC de fase inversa de FGF18 solubilizada en tampon de acetonitrilo

El procedimiento descrito en el presente documento se usa para cuantificar FGF18 en muestras de cuerpos de
inclusion solubilizadas y muestras purificadas. Se usa una columna Jupiter C5 de 4,6 x 50 mm (300 A, 5 um,
Phenomenex) en un sistema de HPLC de serie 1100 de Agilent Technologies con automuestreo con termostato y
compartimento de columna con termostato. Se coloca un filtro de pre-columna de 0,2 um antes de la columna. La
fase movil A es TFA 0,1 % en agua de uso en HPLC y la fase movil B es TFA 0,1 % en acetonitrilo.

La tabla de gradiente de elucion/tiempo para muestras purificadas es como sigue:

Tabla 10

Tiempo %B
0 5
35 5

4 41

14 48

14,5 95

17 95
17,5 4
20 5
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La tabla de gradiente de elucion/tiempo para muestras de cuerpo de inclusion solubilizadas es:

Tabla 11

Tiempo %B
0 5
4,0 5
5,5 40
20,0 50
21,0 95
22,0 95
23,0 5
30,0 5

La columna se equilibra a las condiciones iniciales de la tabla de gradiente de elucién/tiempo hasta que se consiga
una medida basal estable.

Los parametros del procedimiento son como sigue:

. Caudal: 1 ml/min.

. Tiempo de ejecucion total: 20 minutos

. Temperatura de columna: 40 T

. Temperatura de automuestreo: 8 T

. Presion de columna maxima: 24 MPa

. Velocidad de extraccion del inyector: 100 pl/minuto

. Velocidad de eyeccién del inyector: 100 pl/minuto

. Longitud de onda de recogida de datos del detector de serie de diodos: sefial A: 280 nm, ancho de banda
25 nm

9. Longitud de onda de control de datos del detector de serie de diodos: sefial B: 215 nm, ancho de banda
10 nm

10. Longitud de onda de referencia de datos del detector de serie de diodos: sefial A: 350 nm, ancho de
banda 25 nm; sefial B: 350 nm, ancho de banda 25 nm

11. Autoequilibrio del detector de serie de diodos: modo pre-ejecucion/post-ejecuciéon

12. Tiempo de respuesta a anchura maxima: > 0,1 min.

13. Anchura de rendija: 4 nm

14. Funcién de lavado de aguja: programada para reducir la acumulacién de guanidina en la aguja y asiento
de agujas.

O~NO U WNPE

Para la cuantificacion de FGF18 no plegada, se diluye patron de referencia de FGF18 a 0,5 mg/ml con Tris 50 mM,
pH 7,5, guanidina HCI 6 M, DTT 10 mM y se calienta a 40 C durante 20 minutos. Se inyecta patron de ref erencia
diluido en la columna a al menos cinco niveles entre 10 pg y 50 pg (por ejemplo, inyecciones de 10, 20, 30, 40 y 50
Mg). Las muestras de FGF18 solubilizadas se centrifugan en una microcentrifuga y se diluyen 1:10 en Tris 50 mM,
pH 7,5, guanidina HCI 6 M antes de inyeccion de 25 ul de muestra.

Para la cuantificacion de FGF18 plegada, se diluye patrén de referencia de FGF18 a 1,0 mg/ml con solucién salina
tamponada con fosfato, pH 6,0. Se inyectan muestras de FGF18 plegada a la HPLC sin ningun tratamiento. Después
de la cromatografia el area bajo los picos de FGF18 se integra. Se construye una curva patrén y se lee la
concentracion de FGF18 en las muestras a partir de la curva patrén.

B. RP-HPLC basado en metanol para cuantificacion de FGF18

También puede usarse un procedimiento de RP-HPLC basado en metanol de quince minutos para evaluar
preparaciones de FGF18 que varian de cuerpos de inclusion solubilizados al producto final.

Los parametros del procedimiento para analisis de RP-HPLC basado en metanol de FGF18 son como sigue:
Columna: Zorbax 300SB-CN (4,6 x 50 mm), 3,5 micrémetros

Fase movil A: TFA 0,154 %, agua de uso en HPLC

Fase movil B: TFA 0,154 %, metanol

Tabla de gradiente de elucion/tiempo
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Tabla 12
Tiempo %B Caudal (ml/minuto)
0 50 1,0
1,0 50 1,0
11,0 100 1,0
12,0 100 1,0
12,5 50 15
15,0 50 15
Tiempo de ejecucion total: 15 minutos
Temperatura de columna: 40 T
Temperatura de automuestreo: 5 C
Velocidad de extraccion del inyector: 90 pl/minuto
Velocidad de eyeccion del inyector: 90 pl/minuto
Longitud de onda de control de DAD: Sefial A: 280 nm, ancho de banda 8 nm

Sefial B: 215 nm, ancho de banda 8 nm
Sefial C: 280 nm, ancho de banda 6 nm (longitud de onda de
referencia desactivada)

Longitud de onda de recogida de datos de DAD: Sefial A: 280 nm, ancho de banda 8 nm
Longitudes de onda de referencia de DAD: Sefales Ay B, 360 nm, ancho de banda 16 nm
Autoequilibrio de DAD: Modo de pre-ejecucién/post-ejecucion

Tiempo de respuesta en anchura maximo: > 0.1 minutos.

Anchura de rendija: 4 nm

Margen para absorbancia negativa: 100 mAu

Intervalo de cantidad de carga de la curva patrén: 1-20 ug

Volumen de inyeccion minimo: 5 pl

Volumen de inyeccion maximo: 100 pl

Limite de presién: 35 MPa

Presion de ejecuciéon normal: 13-20 MPa

Ejemplo 17

Cepa deficiente en OmpT para expresar FGF18

A. Construccién de una nueva cepa huésped para produccién de genes heterélogos

El actual procedimiento de producciéon de FGF18 incluye expresién en el huésped E.coli W3110 [F-mcrA mcrB IN
(rrnD-rrnE) 1 A-]. Aunque W3110 es un huésped robusto, no es ideal para su procesamiento corriente arriba. Tras la
lisis celular, FGF18 se escinde en el aminoacido 196 (Lys) (como se muestra en SEC ID N° 6) por la proteasa
OmpT presente en la membrana exterior. Se sabe que esta proteasa escinde otras proteinas recombinantes
heterdlogas, incluyendo FGF18. La protedlisis de FGF18 no se produce en cepas que carecen de OmpT, tales como
BL21 [F-ompT hsdSB (rB - mB-) gal dcm lon]. Aunque la actividad de OmpT puede minimizarse durante la lisis
celular con la adicion de ZnSO4 o CuSQ,, el esquema de purificacion tuvo que disefiarse para retirar FGF18
truncada del producto final. En un esfuerzo para racionalizar el procedimiento para producciéon de FGF18 y otros
genes heterdlogos, la proteasa OmpT se retiré de W3110 para crear una nueva cepa de produccion. La construccion
de esta nueva cepa huésped de E.coli se describe posteriormente.

B. Construccion de plasmido pCHAN1 para expresion en el operon de recombinasa Red

Se uso6 una estrategia basada en recombinaciéon homdloga para retirar la proteasa OmpT de W3110. Para eliminar
genes eficazmente del cromosoma de E.coli por recombinaciéon homologa, deben estar presentes ciertas enzimas
con actividad recombinasa dentro de las células. Para conseguir esto, se construyd un plasmido que portaba el
operon de recombinasa Red del bacteriéfago A. Se sintetizé un fragmento que contenia los genes de recombinasa
Red de ADN de bacteri6fago A (New England Biolab) por PCR usando cebadores especificos de recombinacion
ZC43.586 (SEC ID N°: 23) y ZC43.587 (SEC ID N°: 24). La reaccion contenia 100 pmol de cada uno de los
cebadores ZC43.586 y ZC43.587, 10 pl de tamp6n de PCR 10X (Boehringer Mannheim), 1 pl de polimerasa Pwo
(Boehringer Mannheim) 10 pl de mezcla de nucleétido trifosfato 0,25 mM y dH,O en un volumen final de 100 pl
(Perkin Elmer). La reaccién de PCR consistia en un ciclo sencillo de 5 minutos a 94 C, seguido de 30 ciclos de 1
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minuto a 94 C, 1 minuto a 50 € y 1 minuto a 72 € . El dltimo de los 30 ciclos se siguié de una extension de 5
minutos a 72 T y la reaccién concluyd con un mante nimiento durante una noche a 4 C. El fragmento de 1964 pares
de bases (pb) resultante contenia el operén de recombinasa Red (SEC ID N° 25). La secuencia de nucleétidos
como se muestra en SEC ID N°: 25 codifica tres genes, Gam(y) como se muestra a partir de los nucleétidos 41-454,
Bet(B) como se muestra a partir de los nucleétidos 463-1245 y Exo como se muestra a partir de los nucleétidos
1245-1922.

El operon de recombinasa Red se incorporé a un plasmido por recombinacion homéloga en levadura. Se
combinaron células de levadura competentes (100 pl de S. cerevisiae SF838-9Da) con 100 ng de pTAP399 digerido
con Smal (depositado en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo en Manassas, VA. (PA-4853), un vector de
expresion para la produccion de IL-21), vector aceptor y 1 pg del fragmento de PCR anterior. La mezcla de
levadura/ADN se transfirié a una cubeta de electroporacion de 0,2 cm y se aplicaron pulsos a 0,75 kV (5 kVicm), Q
infinita, capacitador 25 pF. La mezcla de transformacion se afiadié después a 1 ml de sorbitol 1,2 M y se incubé a 30
€ durante 1 hora. Las células se sembraron en alic uotas de 500 pl en dos placas URA DS (dextrosa 2 %, sorbitol 2
%) y se incubaron a 30 C durante 2 dias. Después d e aproximadamente 48 horas los transformantes de levadura
Ura" de las placas se suspendieron en 2 ml de H,O y se sedimentaron por centrifugacion. El sedimento celular se
resuspendié en 1 ml de tampon de lisis Qiagen P1 (Qiagen) y se transfirié a un tubo fresco que contenia 1 ml de
perlas de zircona/silice de 0,5 mm (Biospec Products Inc.). Las células se lisaron, se permitié que las muestras se
sedimentaran, se transfirieron 250 pl de lisado a un tubo fresco y se aislé el ADN plasmidico usando el kit de
Miniprep Qiagen Spin de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se transformaron células electrocompetentes E. coli DH10B (Invitrogen) con 1 ul del prep. de ADN de levadura. Se
sometié a pulsos a las células en cubetas de 0,1 cm a 2,0 kV, 25 pF y 100 Q. Después de la electroporacion, se
afiadieron 250 pl de SOC (Bacto triptona 2 % (Difco, Detroit, Ml), extracto de levadura 0,5 % (Difco), NaCl 10 mM,
KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM, glucosa 20 mM) a cada muestra. Se permiti6 que las células se
recuperaran a 37 C durante 2 horas. La muestra de 250 pl completa se sembré en una alicuota en una placa LB
(caldo LB (Lennox), Bacto Agar 1,8 % (Difco)) que contenia kanamicina 25 mg/l (Sigma). Las placas se incubaron a
37 T durante una noche. Los clones individuales qu e albergaban el operén de recombinasa Red se identificaron por
digestion de restriccion para verificar la presencia del inserto. Los insertos de clones positivos se sometieron a
analisis de secuencia. Un plasmido que contenia el inserto correcto se design6 pCHANL1.

La secuencia de levadura se retird después de la cadena principal del vector de pCHANL1. Se incubaron durante una
noche 3,0 yul de ADN plasmidico con 24,3 pl de H;O, 2,7 ul de tampén H (Roche) y 2,0 ul de Notl (New England
Biolabs) a 37 €. Se mezclaron 5 pl de la digestién de una noche con 1 pl de colorante de muestra de ADN 6X
(Ficoll tipo 400 25 % (Sigma), azul de bromofenol 0,25 % (EM Science), Cianol de xileno 0,25 % (Kodak Biomedicals
Inc)), y se aplicaron 4 pl de esta solucion en un gel de agarosa 1 % (EM Science) para verificar la digestion
completa. Para recircularizar el plasmido, se mezclaron 14 pl de la digestion de Notl de una noche con 4 pul de
tampon de ligacion 5x (Invitrogen) y 2 ul de ligasa (Invitrogen). La ligacién se incub6 durante una noche a 25 C.

El pCHANL religado se transform6 en W3110. Las células W3110 electrocompetentes (50 ul) se transformaron con 1
ul de ADN de pCHAN1 usando el protocolo de electroporacion para E.coli descrito anteriormente. Después de la
recuperacion, se sembr6 la mezcla completa de 250 pl de transformacion en una alicuota en una placa LB que
contenia kanamicina 25 mg/l. Las placas se incubaron a 37 € durante una noche y se seleccionaron diez de los
clones resultantes para analisis posterior. Se cultivaron a 37 °C durante una noche en 2,0 ml de Superbroth Il
(Becton Dickinson) que contenia kanamicina 25 pg/ml. El dia siguiente, se us6 1,0 ml de la digestidon de una noche
para confirmar la presencia de pCHANL1. Se usé el kit de Miniprep Qiagen Spin para preparar ADN plasmidico,
siguiendo las instrucciones del fabricante. La identidad del plasmido se confirmé mediante digestion de restriccion
usando EcoRI (Gibco BRL) y Notl (New England Biolabs). El aislado N° 3 se seleccioné para experimentacion
posterior y se nombr6é EE670.

Generacion de fragmentos de tetraciclina para reemplazo génico en W3110

El gen de tetraciclina se seleccioné como un marcador adecuado para recombinacién homdéloga en el locus OmpT,
haciendo al gen de OmpT inactivo. El fragmento de promotor de tetraciclina::tetraciclina (tet’::tet) se gener6 por PCR
a partir de ADN de pBR322 (New England Biolabs) usando los cebadores especificos de recombinacion ZG45.112
(SEC ID N°: 26) y ZG45.171 (SEC ID N°: 27). La mezcla de reaccion contenia 100 pmoles de cada uno de los
cebadores ZG45.112 y ZG45.171, 10 pl del tampdn de PCR 10X (Boehringer Mannheim), 1 ul de polimerasa Pwo
(Boehringer Mannheim), 10 pl de mezcla de nucledtido trifosfato 0,25 mM (Perkin Elmer) y dH>O en un volumen final
de 100 pl. Las condiciones para la reaccion de PCR fueron 1 ciclo de 2 minutos a 94 T, seguido de 30 ciclos de 30
segundos a 94 C, 1 minuto a 50 T y 2 minutos a 72 <T. Esto se sigui6 de una extensién de 7 minutos a 72 Ty un
mantenimiento durante una noche a 4 C. El fragment o de 1590 pb resultante porta tet’::tet (SEC ID N°: 28).

La reaccion de PCR se cargé en un gel preparatorio de agarosa 1 % para purificar el fragmento tet”:tet. El
fragmento tet”::tet se cort6 del gel y se colocé en un tubo eppendorf de 0,5 ml con un pequefio agujero en el fondo
gue estaba recubierto con vellon de filtrado de acuario (Finny Products, Inc., Cincinnati, OH). El tubo se insertd en un
tubo eppendorf de 1,5 ml y se centrifugo en una centrifuga de sobremesa a 14.000 rpm durante 10 minutos a 25 .
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El liquido en el fondo del tubo de 1,5 ml se mezclé con NaOAc 3 M 10 % (vol/vol) y 2 volumenes de etanol 100 %. La
muestra se incubd a -20 €T durante 10 minutos y se centrifugé durante 10 minutos a 4 C en una centrifuga de
sobremesa para precipitar el fragmento de PCR. El sobrenadante se aspir6 y el sedimento se resuspendié en 50 pl
de H,0. El fragmento de tet"::tet estaba a una concentracion de trabajo de 50 ng/pl.

El fragmento de PCR se ligé en el vector pCR4.0-BLUNT TOPO® (Invitrogen) para su uso como un control positivo
para los experimentos de reemplazo génico. La ligacion se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Se transformaron células de E. coli DH10B (Invitrogen) con 2 ul del fragmento de ADN tet”::tet usando el protocolo
de electroporacion para E.coli descrito anteriormente. Después de la recuperacion, se sembré la mezcla de
transformacion completa de 250 pl en una placa de LB que contenia ampicilina 100 mg/l (Sigma). Las placas se
incubaron a 37 T durante una noche.

Se seleccionaron diez clones para andlisis adicional. Se cultivaron en 2,0 ml de Superbroth Il (Becton Dickinson) que
contenia ampicilina 100 pg/ml a 37 C. Al dia siguiente, se us6 1,0 ml del cultivo de una noche para confirmar la
presencia de ADN plasmidico. Se uso el kit de Miniprep Qiagen Spin para preparar ADN plasmidico, siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ADN plasmidico se someti6 a andlisis de restriccion usando Sall (New England
Biolabs) y Pstl (New England Biolabs) para verificar la identidad del plasmido y la orientacién del inserto. El aislado
N° 1 se selecciond para experimentacion posterior. El plasmido se nombré pSDH185 y el clon, EE686.

Reemplazo génico en W3110: delecién del gen de OmpT

Se dejé crecer un cultivo de 500 ml de W3110/pCHANL1 a 37 € en medio SOB [triptona 20 g/l, extracto de lev adura
5 g/l, NaCl 0,5 g/l, KCI 250 mM 10 ml/l, MgCl, 2 M 5 ml/l, pH 7,0] a una DOsoo de 0,6. El cultivo se separ6 en cuatro
cultivos de 125 ml. Se dej6 un cultivo como un control no inducido, mientras que los otros tres se indujeron con IPTG
1 mM durante 15 minutos, 30 minutos o 60 minutos. Al final de sus incubaciones respectivas, se prepararon células
competentes de los cuatro cultivos de la siguiente manera. Las células se sedimentaron por centrifugacion a 5000
rpm durante 10 minutos. Los sobrenadantes se extrajeron y cada sedimento se resuspendié en 62,5 ml de H,O
helado. Los cultivos se sedimentaron de nuevo, el sobrenadante se extrajo y cada sedimento se resuspendi6é en
31,25 ml de glicerol 10 % frio. Los cultivos se centrifugaron después a 8000 rpm durante 5 minutos. Los sedimentos
se extrajeron bien y se resuspendieron en glicerol 10 % residual.

Los cuatro cultivos se dividieron en seis alicuotas de 50 pl que se transformaron de las siguientes maneras: 1)
control negativo sin ADN, 2) control positivo con 1 pl de pBR322 (1 pg/pl) (New England Biolabs), 3) control positivo
de 1 pl de pTAP279 (1 pg/ul), 4) control positivo de 1 pl de pSDH185, 5) 2 pl de fragmento tetp::tet (50 ng/pl) y 6) 4
ul de fragmento tet’:tet (50 ng/ul). Las células se transformaron por electroporacion como se ha descrito
anteriormente para E. coli. Se sembraron mezclas de transformacién completas en placas LB que contenian
tetraciclina 10 mg/l (Sigma) excepto para los controles de pTAP279, que se sembraron en placas de LB que
contenian cloranfenicol 35 mg/l (Sigma). Las placas se incubaron a 37 < durante una noche. Ademas, se
sembraron diluciones de 10° y 107 (en H20) de cada uno de los cuatro cultivos en placas de LB para evaluar la
eficacia global del procedimiento de recombinacion determinando el niumero de células.

Al dia siguiente, las placas de control se sacaron del incubador y se evaluaron. Se permiti6 que las muestras
transformadas con los fragmentos tet’:tet se incubaran durante 24 horas adicionales antes del ensayo. Se
identificaron veintiséis de los mayores clones para analisis adicional.

Caracterizacion de clones deficientes en ompT

Cada uno de los 26 clones seleccionados se cultivd durante una noche a 37 € en 1 ml de LB con tetraci clina 5
pg/ml. Al dia siguiente, se generé ADN gendmico de los 26 clones usando el kit de aislamiento de ADN Genomic
Prep (Amersham Pharmacia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El ADN gendmico de cada clon se diluy6é 1:100 en dH,O para usarse como un molde para analisis por PCR. Cada
muestra diluida se ensay6 usando tres conjuntos diferentes de cebadores de PCR (tres reacciones de PCR por
clon). Las reacciones contenian 100 pmoles de cada uno de los conjuntos de cebadores N° 1: ZG45.357 (SEC ID
N°: 29) y ZG45.350 (SEC ID N°: 30) o el conjunto de cebadores N° 2: ZG45.353 (SEC ID N°: 31) y ZG45.355 (SEC
ID N°: 32) o el conjunto de cebadores N° 3: ZG45.354 (SEC ID N°: 33) y ZG45.359 (SEC ID N°: 34). El resto del
volumen final de 100 pl se compuso de 10 pl de tamp6n de PCR 10 X (Boehringer Mannheim), 1 pl de polimerasa
Pwo (Boehringer Mannheim), 10 ul de la mezcla de nucleétido trifosfato 0,25 mM (Perkin Elmer) y dH,O. Las
condiciones de reaccion fueron: 1 ciclo durante 5 minutos a 94 C, seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94 C, 1
minuto a 50 T y 2 minutos a 72 T. La PCR concluyé con una extension de 7 minutos a 72 € y un manteni miento
durante una noche a 4 TC. Si el gen de OmpT en W3110 se reemplazara de forma exitosa con el gen de tetraciclina,
el conjunto de cebadores N° 1 deberia amplificar una banda de 1584 pb (SEC ID N°: 35), el conjunto de cebadores
N° 2 deberia amplificar una banda de 1190 pb (SEC ID N°: 42). Los resultados demostraron que 25 de los 26 clones
explorados fueron ompT . Los clones de W3110 ompT N° 1y N° 3 se seleccionaron para analisis posterior.

Para confirmar la pérdida de actividad proteolitica, se incub6 11-21 con lisados celulares de las cepas de OmpT
derivadas de nuevo y el parental W3110. Se incluyé el lisado de la cepa OmpT, BL21, como un control positivo. Las
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células se inocularon en Superbroth Il y se cultivaron durante una noche a 37 . Se sedimentaron cuatro alicuotas
de 1 ml de cada cultivo de una noche a temperatura y las células se lisaron usando BugBuster® (Novagen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los lisados celulares se incubaron a 25 <C durante 4 horas con: 1) IL-
21 0,332 mg/ml o 2) IL-21 0,332 mg/ml en presencia de ZnCl, 5 mM. Cada muestra se mezclé con un volumen igual
de tampon de muestra NUPAGE 4 x (Invitrogen) que contenia [-mercaptoetanol 2 % (Sigma). Las muestras
reducidas se calentaron durante 5 minutos a 100 T y se cargaron 10 pl en un gel de poliacrilamida NuPAGE 10 %
(Invitrogen). Se realiz6 electroforesis a 130 v en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) usando un tampon de
ejecucion MES 1x (Invitrogen). Los geles se tifieron con Simply Blue Safestain (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Los resultados indicaron que la proteasa OmpT se inactivd a través de reemplazo génico. IL-21 estaba
completamente intacta después de una incubacion de 4 horas en lisados de BL21, W3110 ompT N° 1 y W3110
ompT N° 3, pero estaba completamente degradada en un lisado del parental W3110. La actividad de la proteasa
OmpT se inhibié por zinc. En incubaciones que contenian ZnCl, 5 mM la FGF18 permanecio intacta, apoyando que
OmpT era responsable de la degradacion. Las cepas de W3110 ompT de nueva construccion se nombraron
zGOLD1 (W3110 ompT N° 1; (depositada en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo en Manassas, VA. (PA-
4853)) y zGOLD3 (W3110 ompT N° 3).

Caracterizaciéon de zGOLD1 y zGOLD3

zGOLD1 y zGOLD3 se cultivaron junto con el parental W3110 para la evaluacion del crecimiento. Los cultivos de las
tres cepas se dejaron crecer a 37 °C en LB a una DOggo de 1,0. La densidad celular se midié cada hora para evaluar
el crecimiento. Se sembraron diluciones (10'6, 107 y 10% en H20) de cada cultivo en placas de kanamicina de LB
(véase anteriormente) para determinar el nUmero de células. Los resultados indican que el crecimiento de las cepas
zGOLD es equivalente al de la cepa parental W3110.

Para evaluar la eficacia de transformacion se recogieron células y se hicieron competentes para transformacion
como se ha descrito anteriormente. Se transformaron alicuotas de cada cepa con: 1) 1 ul de pTAP337 (plasmido de
expresion de IL-21; ATCC N° PA-4853) o 2) sin ADN (control negativo). Se llevé a cabo electroporaciéon como se ha
descrito anteriormente. Después de la recuperacion, cada mezcla de transformacién se sembré en una placa de LB
gue contenia kanamicina 25 mg/l y se incubd durante una noche a 37 °C. Los datos indican que la eficacia de
transformacion de W3110 no se vio afectada por la retirada de ompT.

Se seleccionaron diez clones de cada cepa de zGOLD transformada con el vector de expresion de FGF18 para
evaluar la produccién de proteinas. Los clones se cultivaron a 37 °C durante una noche en Superboth Il (que
contenia kanamicina 25 pg/ml. Los cultivos de una noche se usaron para inocular rodillos que contenian Superboth 11
con kanamicina 25 pg/ml. Las células se cultivaron a 37 °C. Se dejo crecer un segundo cultivo de uno de los clones
y sirvié como un control no inducido. Cuando la DOggo fue de 1,5-2,0, se indujeron con IPTG 1 mM (ICN Biomedicals
Inc.). La incubacién de los cultivos continud durante otras 5 cinco horas. Las muestras de cada cultivo se analizaron
por SDS-PAGE en gel de NUPAGE de gradiente 4-12% (Invitrogen) en condiciones reductoras como se ha descrito
anteriormente. Los resultados indican que la producciéon de FGF18 por zGOLD1 y zGOLD3 es equivalente a la de la
cepa parental W3110. zGOLD1/pTAP337 (depositado en la Coleccién Americana de Cultivos Tipo en Manassas, VA.
(PA-4853)) es un ejemplo de zGOLD1 transformado con un vector de expresion.

Ejemplo 18

Se determiné que se deseaba una modificacion adicional de la cepa zGOLD1 para aumentar la cantidad de proteina
heterdloga haciendo a la cepa resistente a infeccion por bacteriéfago particular. Usando procedimientos equivalentes
a los descritos anteriormente, se identifico el gen fhuA en la cepa zGOLD1 y se interrumpi6. Este gen se identificé
originalmente por Fecker y Braun, J. Bacterio., 156:1301 (1983). Las cepas fhuA" se conocen bien en la técnica y
proporcionan resistencia a infeccion por fagos T-impar. Tales cepas se describen, por ejemplo, en Boheivers y col.
Biochem., 40:2606 (2001). La cepa doblemente alterada (ompT’, fhuA’) se nombré zGOLD5.

Generacion de fragmento de gen de cloranfenicol acetiltransferasa

Se usaron los oligos zc48544 (SEC ID N°: 37) y zc48545 (SEC ID N°: 38) para amplificar el gen cat, que codifica
cloranfenicol acetiltransferasa. zc48544, el oligo sentido, consiste en dos partes. En el extremo 5, el oligo se
compone de 70 bases que flanquean la secuencia codificante fhuA. Esta secuencia termina justo 5’ del codén de
metionina inicial. La segunda mitad del oligo consiste en 23 bases homoélogas de la regién promotora del gen cat.
zc48545, el oligo antisentido, se disefia de forma parecida al oligo sentido. El extremo 5’ del oligo consiste en 73
bases que flanquean el extremo 3’ de la secuencia codificante fhuA, incluyendo el coddn de parada. Las siguientes
23 bases son homologas del extremo 3’ del gen de cat.

Para amplificar el gen cat con la secuencia flanqueante de fhuA, se usaron las siguientes concentraciones finales de
reactivos en un volumen total de reaccion de 100 ul: 0,2 pM de cada oligo; dNTP 0,2 mM; tampén de reaccion 1X;
DMSO 10%; y Pwo 0,05 U/ul (Roche). El molde usado para amplificacién del gen cat fue pRARE (Novagen). La
reaccion consistia en 25 ciclos de lo siguiente: 94 € durante 30 segundos, 55 € durante 30 segundos y 72 T
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durante 1 minuto. Esto se realiz6 por duplicado. El fragmento de ADN resultante se analiz6 por electroforesis en un
gel de agarosa TBE 1X 1 %. El tamafio del fragmento fue de aproximadamente 1 kb, como se esperaba. El
fragmento de ADN se corto del gel y se purificé de la agarosa usando un Kit de Extracciéon de Gel QIAquick
(Qiagen). Se determiné que la concentracion del ADN recuperado era 110 ng/pl por analisis espectrofotométrico.

Reemplazo génico: delecién del gen fhuA en ZGOLD1

Se prepararon células ZGOLD1 electrocompetentes que contenian pCHANL1. Se usaron 100 ul del cultivo de una
noche para inocular 50 ml de medio LB, que contenia kanamicina 25 pg/ml, en un matraz de agitacion. Los cultivos
se dejaron crecer a 37 °C con agitacion hasta que la DOgoo fue de aproximadamente 0,6. En este punto los cultivos
se indujeron usando IPTG 1 mM y se permiti6 que crecieran durante 15 minutos. Los cultivos se centrifugaron
durante 10 minutos a 5.000 x g. El sobrenadante se descartd y el sedimento se resuspendié en medio volumen de
agua helada. Las células se centrifugaron de nuevo, el sobrenadante se descartd y el sedimento resultante se
resuspendié en un cuarto de volumen de glicerol 10 % helado. Las células se centrifugaron una ultima vez, el
sobrenadante se descarté y el sedimento se resuspendio en el glicerol residual.

Se transformaron doscientos nanogramos del producto de PCR purificado en las células electrocompetentes en
cubetas de 0,1 cm sometidas a pulsos a 2,0 kV, 25 pF y 400 Q. Después de la electroporacion, se permitié que las
células se recuperaran en 0,6 ml de SOC [Bacto Triptona 2 % (Difco, Detroit, Ml), extracto de levadura 0,5 % (Difco),
NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCI2 10 mM, MgS04 10 mM, glucosa 20 mM] durante una hora a 37 C. Las células se
sembraron en placas como alicuotas de 10 pl y 100 pl en placas LB Cm [caldo LB (Lennox), Bacto Agar 1,8 %
(Difco), cloranfenicol 10 pg/ml (Sigma)]. Ademas, se sembraron las células restantes. Las células sembradas se
incubaron a 37 °C durante una noche.

Por lo tanto, este enfoque se uso para inactivar el gen fhuA en ZGOLD. El gen cat con la secuencia flanqueante de
fhuA se generé por PCR. Después de la purificacion en gel, se transformaron 200 ng del producto de PCR purificado
en células ZGOLDL1 electrocompetentes que contenian pCHANL. Las células se sembraron en agar LB que contenia
cloranfenicol a 10 pg/ml. Las células sembradas se incubaron a 37 °C durante una noche. Se seleccionaron seis
colonias para analisis adicional. Se realizdé una exploracién de PCR con respecto a la presencia del gen cat en las
bacterias transformadas usando los oligos zc46.701 (SEC ID N° 39) y zc46.702 (SEC ID N° 40). Estos dos
cebadores hibridan con el ADN gendémico que flanquea la secuencia codificante thuA. Por lo tanto, se amplificaria
fhuA o cat. Si estuviera presente fhuA, el producto de PCR resultante seria de aproximadamente 2,3 kb, pero si
estuviera presente cat, el producto de PCR resultante seria de aproximadamente 1,1 kb. Se incluy6 un cultivo de
ZGOLD1 como un control. Todos los clones explorados produjeron una banda de aproximadamente 1,1 kb, el
tamafio del gen cat. Los resultados indican que fhuA esta ausente del fondo genémico de ZGOLD1.

Se present6 bacteriéfago T-impar a clones que carecian del gen fhuA. W3110 es una cepa sensible a fago y se
seleccion6 como un control negativo. 27C7 (ATCC) es resistente a bacteriéfagos T-impares y se seleccion6 como un
control positivo. El bacteriéfago T5 obtenido de ATCC, se resuspendié en LB y se diluyé 1:10, 1:100, 1:1.000 y
1:10.000. Se aplicaron en puntos cinco microlitros de fago y cada dilucién de fago en agar de superficie solidificada
que contenia bacterias. Se permiti6 que las placas se secaran y se incubaran a 37 °C durante 24 horas. El
bacteriéfago T5 formd placas en las placas inoculadas con W3110. Por el contrario, no se formaron placas en las
placas inoculadas con 27C7 y los seis clones sin fhuA. Los resultados indican que los seis clones sin fhuA son
resistentes a bacteriéfago T-impar.

Los seis clones sin fhuA se cultivaron durante una noche a 37 °C en ausencia de seleccién. Cada clon se extendi6é
en agar LB que contenia cloranfenicol a 10 ug/ml. Cada clon se volvié a extender en agar LB con o sin kanamicina a
25 pg/ml. Las células de E. coli se cultivaron durante una noche a 37 °C. Todos los clones crecieron en agar LB y no
crecié ningun clon en agar LB que contenia kanamicina. Los resultados demuestran que todos los clones han
perdido el plasmido pCHANL1. Se seleccion6 un asilado y se guardé como una reserva de glicerol. Este aislado se
design6é ZGOLDS5.
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<210>1

<211> 5262

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector de expresién

<400> 1

10

ccgacaccat
gtcaattcag
grgtctetta
cgcgggaaaa
aacaactggc
acgegecgtc
tggtggtgtc
ttctcgegea
ttgctgtgga
cacccatcaa
tggtcgcatt
cgegtctgey
€ggaacggga
atgagggcat
tgcgcgccat
acgataccga
gcctgctgag
agggcaatca
cgcaaaccgc
cccgactgga
gcacaattct
tcaggcagcc
tgtcgetcaa
ctggcaaata
attgtgagcg
gaaaacgttg
cgtaagcagc
ctgggtcgtc
gagaccgaca
tgcatgaacc
ttcatcgaga
tggtacgttyg
cagcaggacg
ttcaaataca
Tgttttogey
gtctgataaa
cgaactcaga
tagggaactyg
tttatctgtt
ttgaacgttg
aggcatcaaa

cgaatggtgc
ggtggtgaat
tcagaccgtt
agtggaagcg
gggcaaacag
gcaaattgtc
gatggtagaa
acgcgrcagt
agctgectge
cagtattate
gggtcaccag
tctggetgge
aggcgactgg
cgttcccact
taccgagtcc
agacagctca
gcaaaccagc
gctgtrgece
Cctctccccge
aagcgggcag
catgtttgac
atcggaagcet
ggcgeactcc
ttctgaaaty
gataacaartt
atttccgtat
tgcgtctygta
gcatctctge
ccrteggete
gcaaaggtaa
aagttctgga
gtttcaccaa
Tgcactrcat
ccaccgtgac
atgagataag
acagaatttg
agtgaaacgc
ccaggcatca
gtttgtcggt
cgaagcaacy
ttaagcagaa

aaaaccttte
gtyaaaccag
tccegcgtag
gcgatggcgy
tcgtrtgctga
gcggcegatta
cgaagcggcg
gggctgatca
actaatgttc
ttctcccatg
taaatcgcge
tggcataaat
agtgccatgt
gcgatgctgg
gggcracgcy
tgttatatce
gtggaccget
gtctcactgg
gecgttggeco
tgagcgcaac
agcttatcat
gtggtatggc
cgttctgoat
agctgttgac
tcacacagaa
tcacgttgag
ccagctgtac
gcgcggcgaa
ccaggtacge
getggtiggt
gaacaactac
gaaaggtcgt
dgaaacgttac
caaacgttct
attttcagece
cctggcggea
cgtagcgceg
aataaaacga
gaacgctctc
gcccggaggg
ggccatcctg

gcagtatggce
taacgttata
tgaaccaggc
agctgaatta
ttggcgttge
aatctcgegce
tcgaagccetg
ttaactatcc
cggcgttatt
aagacggtac
tgttagcggg
atctcactcg
ccggttttca
ttgccaacga
ttggrgcgga
cgccgttaac
tgctgraact
tgaaaagaaa
attcattaat
gcaattaatg
cgactgcacg
tgtgcaggtc
aatgttitet
aattaatcat
ttcattaaag
aaccagactc
tccegtactt
gatggcgaca
attaaaggca
aagccggatg
accgctctga
ccgcgtaaag
ccgaaaggec
cgtcgtattc
tgatacagat
gtagcgeggt
atggtagtgt
aaggctcagt
ctgagtagga
tggcgggcag
acggatggcc

36

atgatagcge
cgatgtcgca
cagccacgtt
cattcccaac
gaccrccagt
cgatcaactg
taaagcggcg
gctggatgac
tcttgatgte
gcgactggygc
cccattaagt
caatcaaatt
acaaaccatg
tcagatggcg
ratctcggra
caccatcaaa
ctctcagggc
aaccacccrg
gcagctggca
tgagttagceet
gtgcaccaat
gtaaatcact
gcgccgacat
cggctcegtat
aggagaaatt
gcgcacgega
ccggtaagca
aatacgctca
aagagactga
gtacctccaa
tgtctgcgaa
gtccgaagac
agccggaget
gtccgactca
taaatcagaa
ggtcccacct
ggagtctecce
cgaaagactg
Caaatccgee
gacgcccgec
titttgecgtt

ccggaagaga
gagtatgccg
tctgcgaaaa
cgcatggeac
ctggccetge
ggtgccageg
gtgcacaatc
caggatgcca
tctgaccaga
gtggagcatc
tctgtctegg
cagccgatag
caaatgctga
ctgggcgeaa
gtgggatacg
caggattttc
caggcggtga
gcgecccaata
cgacaggttt
cactcattag
gcttctggeg
gcataatteq
cataacggtt
aatgtgtgga
aactatggaa
cgacgtatct
cattcaggtt
gctgctggtt
attctacctg
agaatgegtt
atacagcggc
ccgtgagaac
gcagaagceg
tccagcataa
cgcagaagcg
gaccccatge
catgcgagag
ggcctttcgt
gggagcggat
ataaactgcc
tctacaaact

60
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1020
1080
1140
1200
1260
1320
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ctttgcggcec
gataaaaata
ggtgttatga
atggatgctg
acaatctatc
ggtagcgttg
atgcctettc
actgcgatcc
aatattgttg
tgtcctitta
ggttrggtty
tggaaagaaa
ttctcacttg
cgagtcggaa
ttttctectt
aataaattgc
ttgtaacact
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tcctgttace
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgccacget
caggagagcg
ggtttcgcca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcatatggtg
tccgetateg
cgcgecctga
cgggagctgc
gtaaagctca
cagctcgttg
aagggcggrt
atgggggtaa
gaacatgccc
gaccagagaa
ccacagggta
gacttccgeg
caggtcgcag
ttctgctaac
atcatgegcea

gcaatggccg
tatcatcatg
gccatattca
atttatatgg
gattgtatgg
ccaatgatgt
cgaccatcaa
cagggaaaac
atgcgctggce
acagcgatcg
atgcgagtga
tgcataaget
ataaccttat
tcgcagaccg
cattacagaa
agtttcattt
ggcagagcat
caaaatccct
aggatcttct
accgetacca
aactggettc
ccaccacttc
agtggctgct
accggataag
gcgaacgacc
tcccgaagga
cacgagggag
cctctgactt
cgccagcaac
ctttectgeg
taccgcicgce
gcgectgaty
cactctcagt
ctacgtgact
cgggcttgte
atgtgtcaga
tcagcgtggt
agtttctcca
ttttcctgtt
tgataccgat
ggttactgga
aaatcactca
gccagcagea
tttccagact
acgttttgca
cagtaaggca
cccgtggcca
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ccacgttgtg
aacaataaaa
acgggaaacg
gtataaatgg
gaagcccgat
tacagatgag
gcattttatc
agcattccag
agtgttcctg
cgtatttcgt
ttttgatgac
tttgccatte
trttgacgag
ataccaggat
acggctrttt
gatgctcgat
tacgctgata
taacgtgagt
tgagatcctt
gcggtggttt
agcagagcgce
aagaactctg
gccagtggeg
gcgcageggt
tacaccgaac
agaaaggcygg
cttccagggg
gagcgtcgat
gcggecrttt
ttatcccctg
cgcagccgaa
cggractite
acaatctgct
gggtcatggc
toctcccggce
ggttttcacc
cgtgcagcega
gaagcgttaa
tggtcacttg
gaaacgagag
acgttgtgag
gggtcaatgc
tcctgegatg
ttacgaaaca
gcagcagtcg
accccgceag
ggacccaacg

tctcaaaatc
ctgtctgctt
tcttgetega
gctcgegata
gcgccagage
atggtcagac
cgtactcctg
gtattagaag
cgccggttge
ctcgctcagg
gagcgtaatg
tcaccggatt
gggaaattaa
cttgccatcce
caaaaatatg
gagtttttet
aaaggatcta
tttcgttcca
tttttctgeg
gtttgccgga
agataccaaa
tagcaccgcec
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggttect
attctgtgga
€gaccgageg
tccttacgea
ctgatgccgce
tgcgecccga
atccgettac
gtcatcaccg
ttcacagatg
tgtctgoctt
atgcetcegt
aggatgctca
ggtaaacaac
cagcgettco
cagatccgga
¢ggaaaccga
cticacgttc
cctagecgag
ctgcccgaaa

tctgatgtta
acataaacag
ggccgegatt
atgtcgggca
tgtttctgaa
taaactggct
atgatgcatg
aatatcctga
attcgattce
cgcaatcacg
gctggectgt
cagtcgtcac
taggttgtat
tatggaactg
gtattgataa
aatcagaatt
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctgc
tcaagagcta
tactgtectt
tacatacctc
tcttaccggg
ggggggttcg
acagcgtgag
ggtaagcagc
gtatctttat
ctcgtcaggg
ggecttrige
taaccgtatt
cagcgagtca
tctgtgcggt
atagttaage
cacccgecaa
agacaagctg
aaacgcgega
tctgectgte
ctgataaagc
gtaaggggga
cgatacgggt
tggcggtaty
ttaatacaga
acataatggt
agaccattca
gctcgegtat
tcctcaacga
tt

cattgcacaa
taatacaagg
aaattccaac
atcaggtgcg
acatggcaaa
gacggaattt
gttactcacc
ttcaggtgaa
tgtttgtaat
aatgaataac
tgaacaagtc
tcatggtgat
tgatgtrtgga
cctcggtaag
tcctgatatg
ggttaattgg
ctttttgata
gacccegtag
tgcttgcaaa
cCaactcttt
ctagtgtagc
gctctgetaa
ttggactcaa
tgcacacagc
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgtcg
gggcggagcec
tggccttttg
accgcctitg
gtgagcgagg
atttcacacc
cagtatacac
cacccgetga
tgaccgtctc
ggcagctgeg
catccgegtc
gggccatgtt
atttctgttc
tactgatgat
gatgcggcgg
tgtaggtgtt
gcaggocgct
tgttgttget
cggtgattca

caggagcacg 3

<210>2

<211> 5230

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector de expresion trFGF18

<400> 2

ccgacaccat
gtcaattcag
gtgrctctta
cgcgggaaaa
aacaactggc
acgcgeegtc
tggtggtgte

cgaatggtgc
ggtggtgaat
tcagaccgtt
agtggaagcg
gggcaaacag
gcaaattgtc
gatggtagaa

aaaacctttc
gtgaaaccag
tccegegtug
gcgatggcegg
tcgrtgctga
gcggcgatta
<gaagcggcg

gcggtatggc
taacgttata
tgaaccaggc
agctgaatta
ttggecgttge
aatctcgegc
tcgaagcctg

37

atgatagcgc
cgatgtcgea
cagccacgtt
cattcccaac
cacctccagt
cgatcaactg
taaagcggceg

ccggaagaga
gagtatgccg
tctgcgaaaa
cgcgtggcac
ctggccctge
ggtgccagcg
gtgcacaatc

60

120
180
240
300
360
420



ttctcgegea
ttgctgtgga
cacccatcaa
tggtcgcatt
cgcgtctgeg
cggaacggyga
atgagggcat
tgcgcgeecat
acgataccga
gcctgctogg
agggcaatca
cgcaaaccge
cccgactgga
gcacaattct
tcaggcagee
tgtcgctcaa
ctggcaaata
attgtgageg
gaaaacgttg
cgtaagcagc
ctgggtcgte
gagaccgaca
tgcatgaace
ttcatcgaga
tggtacgttg
cagcaggacg
ttcaaataca
atacagatta
agcgcggtgg
ggtagtgtgg
ggctcagtcg
gagtaggaca
gcgggcagga
ggatggcctt
tcaaaatctc
gtctgcettac
trgctcgagg
tcgcgataat
gccagagttg
ggtcagacta
tactcctgat
attagaagaa
ceggttgcat
cgctcaggcg
gcgtaatggc
accggattca
gaaattaata
tgccatccta
aaaatatggt
gtttttctaa
aggatctagg
tcgtrccact
trtctgegceg
ttgccggatc
ataccaaata
gcaccgecta
aagtcgtgtc
ggcrtgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcetggt
ttgtgatgct
cggttcctgg
tctgtggata
accgagcgea
cttacgcate

acgcgtcagt
agctgeetge
cagtattatt
gggtcaccag
tctggctggc
aggcgactgg
cgttcccact
taccgagtec
agacagctca
gcaaaccagc
gctgtrgcce
ctctccecge
aagcgggcag
catgtttgac
arcgogaagct
ggcgcactcc
ttctgaaatg
gataacaatt
atttccgtat
tgcgtctgta
gcatctctge
cctteggctce
gcaaaggtaa
aagttctgga
gtttcaccaa
tgcacttcat
ccaccgtgac
aatcagaacg
tcccacctga
ggtctcceca
aaagactgag
aatccgeegg
cgceccgecat
tttgcgtttce
tgatgttaca
ataaacagta
ccgcgattaa
gtcgggcaat
tttctgaaac
aactggctga
gatgcatggt
tatcctgatt
tcgattccty
caatcacgaa
tggcctgttg
gtcgtcactc
gattgtattg
taggaactgcc
attgataatc
tcagaattgg
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgctg
aagagctacc
ctgtccttct
cataccrcgc
ttaccggott
ggggttcaty
agcgrgagcet
taagcggcag
atctttatag
€gtcaggggg
ccttttoctg
accgtattac
gcgagtcagt
Tgtgcggtat
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gggctgatca
actaatgttc
ttcteccatg
caaatcgegc
tggcataaat
agtgccatot
gcgatgctgg
gggcrgcgeg
tgttatatcc
gtggaccgct
gtctcactgg
gcgttggceg
tgagcgcaac
agcttatcat
gtggtatggc
cgttctggat
agctgttgac
tcacacagaa
tcacgtrtgag
ccagctgtac
gcgcggcgaa
ccaggtacgc
gctggttggt
gaacaactac
gaaaggtcgt
gaaacgttac
caaataatgt
cagaageggt
ccccatgecg
tgcgagagta
cctttcgttt
gagcggattt
aaactgccag
tacaaactct
ttgcacaaga
atacaagggo
attccaacat
caggtgcgac
atggcaaagqg
cggaatttat
tactcaccac
caggtgaaaa
tttgtaattg
tgaataacgo
aacaagtctg
arggtgattt
atgttagacg
tcgytgagtt
ctgatatgaa
ttaattggtt
ttttgataat
cccegtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccg
tctgctaatc
ggactcaaga
cacacagcce
atgagaaagce
ggtcggaaca
TCcctgtcgog
gcggagcecta
gcctettget
cgcctttgag
gagcgaggaa
ttcacaccgce

ttaactatcc
cggcgttatt
aagacggtac
tgttagceggg
atctcactcg
ccggtrttca
ttgccaacga

gctggatgac
tcttgatgtc
gcgactgggc
cccattaagt
caatcaaatt
acaaaccatg
tcagatggeg

caggatgcca
tctgaccaga
gtggagcatc
tctgtctegg
cagccgatag
caaatgctga
ctgggcgcaa

ttggtgcgga tatctcggta gtgggatacg
cgccgttaac caccatcaaa caggattttc

tgctgeaact
tgaaaagaaa
dttcattaat
gcaattaatg
cgactgcacg
tgtgcaggtc
aatgrreetet
aattaatcat
ttcattaaag
aaccagactc
teecgtactt
gatggcgaca

crctcaggge
aaccaccctg
gcagctggea
tgagttagct
gtgcaccaat
gtaaatcact
gcgccgacat
cggctcgtat
aggagaaatt
gcgcacgcga
ccggtaagca
aatacgctca

caggcggtga
gegeccaata
cgacaggttt
cactcattag
gcttctggeg
gcataattcg
cataacggtt
aatgtgtgoga
aactatggaa
cgacgtatct
cattcaggtt
gctgctggtt

attaaaggca aagagactga attctacctg

aagccggatg
accgctcetga
ccgegtaaag
cCgaaaggcc
tttggcggat
ctgataaaac
aactcagaag
gggaactgcece
tatctgttgt
gaacgttgcg
gcatcaaatt
ttgcggecge
taaaaatata
tgttatgage
ggatgctgat
aatctatcga
tagcgtrgcc
gcctctrtecyg
tgcgatceca
tattgttgat
tcetrttaac
tttggtrtgat
gaaagaaatg
ctcacttgat
agtcggaate
ttctecttca
taaattgcag
gtaacactgg
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcc
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagc
gccacgcrtc
ggagagcgca
tttcgecacc
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagage
atatggtgca

38

gtacctcecaa
tgtcrgcgaa
gtccegaagac
agccggagct
gagataagat
agaatttgcc
tgaaacgccg
aggcatcaaa
‘ttgtcggtga
aagcaacggc
aagcagaagg
aatggccgco
tcatcatgaa
catattcaac
ttatatgogt
ttgtatggga
aatgatgtta
accatcaagc
ggdgaaaacag
gcgctrggcag
agcgatcgcg
gcgagtgatt
cataagcrtt
aaccttattt
gcagaccgat
ttacagaaac
tttcatttga
cagagcatta
2aatcccrta
gatcttcrty
cgctaccage
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgetgce
cggataaqggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc
ttcctgeget
ccgctegeeg
gcctgatgeg
Ctctcagtac

agaatgcgtt
atacagcggc
ccgtgagaac
gcagaagccg
trtcageetg
tggcggcagt
tagcgecgat
taaaacgaaa
acgctctect
ccggaggotg
ccatcctgac
acgttgtgtc
caataaaact
gggaaacgte
ataaatggge
agcccgatge
cagatgagat
attttatccg
cattccaggt
tgttcectacy
tatttcgict
ttgatgacga
tgccattcte
ttgacgagag
accaggatct
ggctttttca
tgctcgatga
cgctgataaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgra
cagtggcgat
gcagcggtcg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtcgattt
ggccttttta
atccecctgat
cagcegaacg
gtattttcte
aatctgctct



10

gatgecgeat
cgccocgaca
ccgcttacag
catcaccgaa
cacagatgtc
tctggettct
gcctcegtot
gatgctcacg
taaacaactg
gcgettcgtt
gatccggaac
gaaaccgaag
tcacgttcgce
tagccgggtc
gcccgaaatt

<210>3
<211> 546
<212> ADN

agttaagcca
cccgecaaca
acaagctgtg
acgcgcegagg
tgcctgttca
gataaagcgg
aagggggaat
atacgggtta
gcggtatgga
aatacagatg
ataatggtgc
accattcatg
tcgegtateg
ctcaacgaca

<213> Secuencia artificial

<220>
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gtatacactc
ccegetgacg
accgtctccg
cagctgeggt
tccgegtceca
gccatgttaa
ttctgttcat
ctgatgatga
tgcggcggga
taggtgttce
agggcgetoa

cgctatcget
cgccctgacg
ggagctgeat
aaagctcatc
gctcgttgag
gggcggteet
gggggtaatg
acatgcccgg
ccagagaaaa
acagggtagc
cttccgegtt

ttgttoctca ggtcgcagac

gtgattcatt
ggagcacgat

<223> Codones optimizados para FGF18

<221> CDS
<222> (1)...(546)

<400> 3

ctgctaacca
catgcgcacc

39

acgtgactgg
ggcttgtctg
gtgtcagagg
agcgtggtcg
tttctccaga
ttectgttig
ataccgatga
ttactggaac
atcactcagg
cagcagcatc
tccagacttt
gttttgcagc
gtaaggcaac
cgtggccagg

gtcatggctg
ctcecggeat
ttttcaccgt
tgcagcgatt
agcgttaatg
gtcacttgat
aacgagagag
grtgtoaggg
gtcaatgcca
ctgcgatgca
acgaaacacg
agcagtcgct
ccegecagec
acccaacgct
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atg
Met

gca
Ala

tcc
Ser

gca
Ala

gac
AS

6
tac
TVYFP

aec
Thr

acg
Thr

aag
LysS

gac
As
14
aag
LYS

CCo
Pro

<210> 4

<211>181

gaa
Glu

cgc
APg

cgt
Arg

cgec
Ar
5

acc
Thr

ctyg
Leu

tcc
Ser

ct
g'l a

aaa
Lys
130

gt
va

ccg
Pro

act
Thr

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina FGF18

<400> 4

gaa
Glu

gac
AsSp

act
35

&ty

ttc
Phe

tgc
Cys

aaa
Lys

ctg
Leu
115

&

cac
His

TtC
Phe

cat
His

aac
ASn

gac
Asp
20

tecc
ser

aa
g'l u

oty

atg
Met
gaa
100
atg
Met

cgt
Arg

ttc
Phe

aaa
Lys

cca
Pro
180

ottt
val

gta
val

ggt
Gly

gat
Asp

tcc
Sepr

aac
Asn

85
tgcC
Cys

tct
Ser

ccg
Pro

atg
Met

tac
TYP
165

gca

gat
Asp

tce
Ser

aag
Lys

&y

cag
Gin

70
cgc
Arg

tt
?/a'l

C
a5

cgt
Arg

aaa
LyS
1§0
acc
Thr

taa
*

ES 2371219713

ttc
Phe

cgt
Arg

cac
His
gac

55

gta
val

aaa
Lys

ttc
Phe

aaa
LysS

iaa
135

cgt
Arg

acc

_Thr

cot
Arg

aag
Lys

att
Ile

40
aaa
LyS

cgc
Arg

ggt
Gly

atc
Ile

tac
TYr
120

ggt
Gly

tac
Tyr

gt
Va

att
Ile

cag
GIn

25
cag
GlIn

tac
Tyr

att
Ile

aag
Lys
gag
105
agce
Ser

ccg
Pro

ccg
Pro

acc
Thr

40

cac
His
10

ctg
Leu

gtt
val

gct
Ala

aaa
Lys

ctg
Leu
90

aaa
Lys

aty

aag
Lys

aaa
Lys

Eaa
170

gttt
val

cgt
Arg

ctg
Leu

cag
GIn

g c

7%
gtt
val

gtt
val

tgg
Trp

acc
Thr

Q?C
15§

cgt
Arg

gag
Glu

ctg
Leu

&ty

ctg
Leu
60

aaa
Lys

&y

ctg
Leu

tac
TYIr

cgt
Ar
14

ca
&l

tct
Ser

aac
Asn

tac
Tyr

cgt
Ar
4

ctg
Leu

gag
Glu

aag
Lys

a
o

gtt
val
125

929
Glu

ccg
Pro

cgt
Arg

cag
GIn

cag
Gin
30

cge
Arg

gtt
val

act
Thr

ccg
Pro

aac
Asn
110

&y

aac
AsSn

a
&

cgt
Arg

act
Thr
15

ctg
Leu

atc
Ile

gag
Glu

gaa
Glu

gat
AS
9

aac
Asn

ttc
Fhe

ca
&l

ctg
Leu

att
Ile
175

cgc
Arg

tac
Tyr

tct
Ser

acc
Thr

ttc
Phe
80

&y

tac

Tyr

acce
Thr

ca
aln

cag
Gln
160

cgt
Arg

144

192

240

288

336

384

432

480

528

546
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15

Met
i
Ala
Ser
Ala
ASp

65
Tyr

Thr
Lys
ASs
14
Lys
Pro

<210>5
<211>513
<212> ADN

Glu
Arg
Arg
Arg
Thr
Leu
Ser
Ala
130
val
Pro
Thr

Glu
Asp
Thr
Gly
Phe
Cys
Lys
115
Gly
His
Phe

His

<213> Secuencia artificial

<220>

Asn
Asp
20

ser
Glu
Gly
Metl
Glu
100
Met
Arg
Phe
Lys

Pro
180

val
5
val
Gly
Asp
ser
Asn
85
Cys
Ser
Pro
Met
r

1¥5
Ala

Asp
Ser
Lys
Gly
s
Arg
val
Ala
Arg
Lys

150
Thr

<223> Codones optimizados para trFGF18

<221> CDS

<222> (1)...(513)

<400> 5

ES 2371219713

Phe
Arg
His
Asp
val
Lys
Phe
Lys

135
Arg

Arg Ile
Lys GIn

ITe GIn
40

Lys Tyr
Arg Ile
Gly Lys

Ile Glu
105
Tyr Ser
120
Gly Pro

Tyr Pro
val Thr

His
10

Leu
val
Ala
Lys
Ley
90

Lys
Gly
Lys
Lys

LYS
170

val
Arg
Leu
GIn
Gly
val
val
Trp
Thr
Gl

15
Arg

Glu Asn
Leu Tyr
Gly Arg
45

Leu Lew
60

Lys Glu
Gly Lys
teu Glu
Tyr val
Arg Glu
14

Gin Pro

ser Arg

Gin
Arg
val
Thr
Pro
Asn
Gly
Asn
Glu

Arg

Thr
15

Leu
Ile
Glu
Glu
AS

BSp
Asn
Phe
Gln
Leu

Ile
175

Arg
TYr
Ser
Thr
Phe
Gly
Tyr
Thr
Gln
GIn

160
Arg

atg gaa gaa aac gtt gat ttc cgt att cac gtt gag aac cag act cgc
Mft Glu Glu Asn v§1 Asp Phe Arg Ile His val Glu Asn GIn Thr Arg

10

15

gca cgc gac gac gta tCt c¢gt aag cag ctg cgt ctg tac cag ctg tac

41

48

96
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Ala

tcc
ser

9cg
Ala

gac
As
6
tac
Tyr

ace
Thr

acc
Thr

aag
Lys
gac
As

14

aag
Lys

<210> 6
<211> 170
<212> PRT

Arg

cgt
Arg

cg¢
Ar
S

acc
Thr

ctg
Leu

gl ot
Ser

get
Ala

Eaa
1%

ot
va

ccg
Pro

ASp

act
Thr
35

&ty

tte
Phe

tgc
Cys

aaa
Lys

ctg
Leu
115

ggt
Gly

cac
His

tte
Phe

AS
1

tcc

ser

gaa
Glu

ggc
Gly

atg
Met

gaa
Glu
100

atg
Met

cgt
Arg

ttC
Phe

aaa
Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina trFGF18

<400> 6

val
A5

gat
Asp

tcc
ser

aac
Asn
83

tgc
Cys

tct
Ser

Ccg
Pro

atg
Met

.‘E?C
r
165

Ser

aag
Lys

&ty

cag
Gln
70

cgc
Arg

gtt
val

C
Aia

cgt
Arg

Eaa
1%

ace
The

ES 2371219713

Arg

cac
His

gac
sp
55

ta
\gfaI

daa
Lys

ttc
Phe

aaa

LYS

att
Ile

40
aaa
Lys

cgcC
Arg

&y

atc
Ile

tac

Lys Ty

Eaa
S
1%5
cgt
Arg

acce
Thr

r
120
&y

tac
Tyr

gt

Gln
25

ca
gin

tac
Tyr

att
Ile

aag
Lys

gag
Glu
105

agc
ser

ccg
Pro

ccg
Pro

acc

val The

42

Leu

tt
3a1

ct
21 a

ada
Lys

ctg
Leu
20

aaa
Lys

&y

449
Lys

aza
Lys

aaa
Lys
170

Arg

ctg
Leu

ca
cin

agc
ety

75
gtt
val

t
%al

tgq
Trp

acc
Thr

g C
158

taa
Y

Leu Tyr Gln

4

ctg
Leu
60

aaad
Lys

&

ctg
Leu

tac
Tyr
cgt
Ar

14

cag
GIn

cgt
Arg
45

ctyg
Leu

aag
LyS

gag
Glu

gtt
125

a
&

ccg
Pro

30
cgc
Arg

gtt
val

act
Yhr

ccy
Pro

aac
Asn
110

&

aac
Asn

a
H

Leu

atc
Ile

gat
AS
9

dac
Asn

ttc
Phe

cag
Gin

ctg
Leu

Tyr

tct
Ser

acc
Thr

ttc
Phe
80

&y
tac

TYF

ace
Thr

cag
Gin

cag
Gln
160

144

192

240

288

336

384

432

480

513
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15

20

25

30

Met
Ala
Ser
Ala
85"
Tyr
Thr

Glu
Arg
Arg
Arg
Thr
Leu

ser

Glu
Asp
Thr
Gly
Phe
Cys
Lys

Asn v§1
Asp val
20

ser Gly
Glu Asp
Gly ser
Met Asn

85

Glu Cys
100

Asp
Ser
Lys
Gly
Gln
70

Arg

val

ES 2371219713

Phe
Arg
His
Asp
val
Lys
Phe

Arg Ile

Lys GIn
25

ITe Gin

40
Lys Tyr

Arg Ile
Gly Lys

Ile Glu
105

His
Leu
val
Ala
Lys
Leu

30
Lys

val
Arg
Leu
Gln
Gly
val
val

Glu Asn
Leu Tyr
Gly Ar
Y 459
teu Leu
60
Lys Glu
Gly Lys

Leu Glu

Gin
Gln
30

Arg
val
Thr
Pro

Asn
110

Thr Arg
15
Leu Tyr
Ile Ser
Glu Thr
GTu Phe
80
Asp Gly

95
Asn Tyr

Thr Ala Leu Met Ser Ala Lys Tyr Ser Gly Trp Tyr val Gly Phe Thr
115 120 125

Lys Lys Gly Arg Pro Arg Lys Gly Pro Lys Thr
1%0 1§5

Lys Pro Phe Lys r Thr Thr val Thr LyS
Y y I%S 1;0

<210>7
<211> 69
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 7

Arg Glu Asn GIn GlIn

140

Asp val His Phe Met Lys Arg Tyr Pro Lys Gly GIn Pro Glu Leu Gln
145 150 155

160

aaccagcagc tgagcgtatt tgtcgccatc ttcgccgcgc gcagagatge gacgacccag

aacctgaat

<210>8
<211> 67
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 8

60
69

taagcagctg cgtctgtacc agctgtactc ccgtacttcc ggtaagcaca ttcaggttct 60
gggtcat 67

<210>9
<211> 60
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido de construccion

43
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<400>9

tacagacgca gcetgcttacg agatacgteg tegegtgege gagtetggtt ctcaacgtga 60

<210> 10

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 10
atggaagaaa acgttgattt ccgtattcac gttgagaacc agact

<210> 11

<211>73

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 11

tacgctcage tgctggttga gaccgacacc ttcggetcec aggtacgcat taaaggcaaa ?g

gagactgaat tct

<210> 12

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 12

45

ttaccaacca gcttaccttt geggttcatg cacaggtaga attcagtete tttgect

<210>13

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 13

tctgatgtet gecgaaataca geggcetggta cgttggttic accaagaaag gtegt

<210> 14

<211>52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 14

tgtatttcgc agacatcaga geggtgtagt tgttctccag aacttteteg at

<210>15
<211>80
<212> ADN

44
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 15

aggacgtgca cttcatgaaa cgttacccga aaggccagcc ggagctgcag aagccgttca 60
aatacaccac cgtgaccaaa 80

<210> 16

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 16

ttcatgaagt gcacgtcctg ctggttctca cgggtcttcg gacctttacg cggacgacct 60
ttcttggtga aa 72

<210> 17

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 17

aaggtaagct ggttggtaag ccggatggta cctecaaaga atgegttttc atcgagaaag 60
ttctggagaa 70

<210> 18

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 18
ttatgctgga tgagtcggac gaatacgacg agaacgtttg gtcacggtgg tgta 54

<210>19

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 19
ttgacaatta atcatcggct cgtataatgt gtggaattgt gagcggataa 50

<210> 20

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

45
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<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 20
tctgatttaa tetgtatcag getgaaaate ttateteate cg 42

<210> 21

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 21

gtggaattgt gagcggataa caatttcaca cagaattcat taaagaggag aaattaactc gg
cc

<210> 22

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 22

gctgaaaatc ttatctcatc cgccaaaaca cccgggagtt aatttcrcct ctttaatgaa gg
ttc

<210> 23

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 23

acaatttcac acagaattca ttaaagagga gaaattaact atggatatta atactgaaac 60
tgag : . 64

<210> 24

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 24

tctgtatcag gctgaaaatc ttatctcatc cgccaaaaca tcatcgccat tgctccccaa gg
atac

<210> 25
<211> 1965

46
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Operon de recombinasa Red

<400> 25

10

acaatttcac
tgagatcaag
tcgcgggcega
ggatcgtctt
agaggcagaa
atgcatcgat
tgacgatgtt
tgctcaccac
acgctggctg
atcaccactc
ttactgatcg
cctgataagc
aatgaaaacc
cggatttacc
cgcegegaac
cccaaacaga
gctggtatct
gaacgtcaqc
actctgctga
atatttcgcec
cttggaticc
tcctgecageg
aattacggcet
ccggaaagaa
gcaccggtgt
acgacgccag
tcratcgcga
acggecttga
gtttcgaggc
gaaaaaatgc
atgtcgtgat
tcatcgaaaa
gatgatgttt

acagaattca
caaaagcatt
tattttcaca
gaggctcaga
ctggcagacg
catttgcaac
gagtttcagg
caggttgata
ggaagctggc
ttcgeccagac
ttgccaacca
agaatggcat
agcagtttga
gcaaggaccg
cattcaaaac
tgttacgtca
atgacaagga
cggaacgcga
tcgccctgga
gcgacattcg
tgaaacagaa
taccgggatc
cggegtcatce
gtggcctgac
ggctccggaa
aaccctgttt
cgaaagtatg
actgaaatgc
cataaagtca
ctggtacttt
tgagcgggat
aatggacgag
tggcggatga

ttaaagagga
cactaacccc
gctatttcag
gctgggcgcg
acatggaaaa
gccacggggac
agcgceatggc
ttgattcaga
tgaacgtgtc
ggcatttaaa
gtacggcctt
cgttccggty
tggcatggac
taatcatccg
tcgcgaagoc
taaagccatg
tgaagccgag
catcactccyg
taaaacatgg
tgcatcgtca
agecgeagag
gatgtgagag
accgctrcag
atgaaaatgt
gttaacgcta
gaattcactt
cgtaccgect
ccgtrtacct
gcttacatgg
gccaactatg
gaaaagtaca
gcactggcto
gataagatrtt

gaaattaact
ctttcctgtt
gagttrcagece
tcactaccag
aggectgece
cagcaaaaaa
agaacacatc
ggtataaaac
ggcatggatt
ggtgatgcca
aatccgtgga
gtaggcgttg
tttgagcagg
atctgcgtta
agagaaatca
attcagtgtg
cgcattgtcg
gttaacgatg
gatgacgact
gaactgacac
cagaaggtgg
ctgtcgaaca
aagttcacaa
cctactteca
aagcactggce
ccggcgtgaa
gctctcccga
cccgggattt
cccaggtgea
acccgcgtat
tggcgagttt
aaattggttt
tcagcctgat

atggatatta
ttcctaatca
atgaacgett
cagctcgeec
cagcacctgt
tccattacce
cggtacatgg
gaatgagtac
ctgtcgacce
gcgatgegea
cgaaagaaat
atggctggte
acaatgaatc
ccgaatggat
€ggggccgty
cccgtetgge
aaaatactgc
aaaccatgca
tattgccget
aggccgaage
cagcatgaca
gggggatgat
cgtgatagca
caccctgett
ctggggaaaa
tgttactgaa
tggtttatge
catgaagttc
gtacagcatg
gaagcgtgaa
tgacgagatc
tgtatttogg
acaga

atactgaaac
gcceggeatt
attacattca
gtgaagagaa
ttgaatcgct
gtgcgtttga
ttgaaaccat
tgcactcgea
acaggaactg
gttcatcgca
ttacgccttt
ccgcatcate
ctgtacatgc
ggatgaatgc
gcagtcgcat
crtcggattt
atacactgca
ggagattaac
ctgttcccag
agtaaaagcet
ccggacatta
gcgtggeaca
aaaccccgcet
gctgaggttt
cagtacgaga
tccccgatca
agtgacggca
cggctcagty
tgggtgacgc
ggcctgeatt
gtgccggagt
gagcaatgge

<210> 26

<211>92

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de construccion

<400> 26

attgttacat tgaaatggct agttattccc cggggcgatt ttcacctcgg ggaaatttta 60
gttggcgtic tcaggtcgag gtggcccgge tc 92

<210> 27

<211>99

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 27

47
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taattgactc attaagttag atataaaaaa tacatattca atcattaaaa cgattgaatg 60
gagaactttt attattgaag catttatcag ggttattgt 99

<210> 28

<211> 1591

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de resistencia a tetraciclina

<400> 28

taattgactc
gagaactttt
gaatgtattt
cctgacgtct
aggccttctc
ttaaattgct
cteggeaccg
ctcttgcgag
ctatatgcot
ggcegecgec
gcgaccacac
gccacaggty
cgccactteo
gggggactgt
ggcctcaacc
ccgatgeect
atcgtcaccg
gcgctctgag
tcgettagcgg
accaaacgtt
tacgtcttge
gcttccggeg
gaccatcagg
ggaccgctga
tggattgtag
agccgggeca
ggggaataac

attaagttag
attattgaag
agaaaaataa
aagaaaccat
atgtttgaca
aacgcagtca
tcaccctaga
atatcgtcca
tgatgcaatt
cagtcctget
ccgtectgtg
cggttgctgg
ggctcatgag
tgggcgecat
tactactggg
tgagagcctt
cacttatgac
tcattttcgg
rattcggaat
tcggcgagaa
tggcgttcge
gcatcgggat
gacagcttca
tcgtcacgge
gcgeecgeect
cctcgacctg
tagccatttc

atataaaaaa
catttatcag
acaaataggg
tattatcatg
gcttatcatc
ggcaccgtgt
tgctgtaggce
ttccgacagce
tctatgcgcea
cgcttcgeta
gatcctctac
cgcctatatce
cgcttgtttc
ctccttgeat
crgcttecta
caacccagtc
tgtcttcttt
cgaggaccgc
cttgcacgcc
gcaggccatt
gacgcgaggc
gccegegtty
aggatcgctc
gatttatgcc
ataccttgtc
agaacgccaa
aatgtaacaa

<210> 29

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 29
tcattaagtt agatataaaa aatacatatt ca

<210> 30

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 30
taattgttac attgaaatgg ctagttatt 29

<210>31

32

tacatattca
ggttattgtc
gttccgegea
acattaacct
gataagcttt
atgaaatcta
ataggcttgg
atcgccagtc
ceccgttctey
cttggagccea
gccggacgca
gccgacatca
ggcgtgggta
gcaccattcc
atgcaggagt
agctccttce
atcatgcaac
tttcgctgga
ctcgctcaag
atcgecggea
tggatggcct
caggccatgc
gcggcrcetta
gcctcggcega
tgcctecceg
ctaaaatttc
t

48

atcattaaaa
tcatgagegg
catttececy
ataaaaatag
aatgcggtag
acaatgcgct
ttatgccggt
actatggcat
gagcactgtc
ctatcgacta
tcgtggecay
ccgatgggga
tggtggcaqg
ttgcagcgoc
cgcataaggg
ggtgggcycy
tcgtaggaca
gcgcgacgat
ccttcgtcac
tggcggccga
tccccattat
tgtccaggea
ccagcctaac
gcacatggaa
cgttgcgtcg
cccgaggtga

cgattgaatg
atacatattt
aaaagtgcca
gcgtatcacg
tttatcacag
catcgtcatc
actgeeggyc
gctgctaocg
cgaccgettt
cgcgatcatg
catcaccgge
agatcgggct
cceecgtagec
ggtgctcaac
agagcgtcga
gggcatgact
ggtgccggea
gatcggcctg
tggrcccgec
cgcgetggge
gattcttcte
ggtagatgac
ttegatcact
cgggttggca
cggtgcatgg
aaatcgcecc
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<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 31
atgaaatcta acaatgcgct categtc 27

<210> 32

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 32
tcaggtcgag gtggeecgge te 22

<210> 33

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 33
tctaccgaga ctttategtt tactect 27

<210> 34

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 34
ttaaaatgtg tacttaagac cagcagta 28

<210> 35

<211> 1585

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Banda amplificada

<400> 35
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tcattaagtt
ttattattga
ttagaaaaat
ctaagaaacc
tcatgttiga
ctaacgcagt
cgtcaccctg
ggatatcgtc
gttgatgcaa
cccagtectyg
acccgtectg
tgcggttger
cgggctcatg
gttgggegec
cctactactg
cttgagagcc
cgcacttatg
ggrcattitc
ggtattcgga
tttcggcgag
gctggegrtc
cggcatcggyg
gggacagctt
gatcgtcacg

" aggegeegee

cacctcgacc
actagccatt

agatataaaa
agcatttatc
aaacaaatag
attattatca
cagcttatca
caggcaccgt
gatgctgtag
cattccgaca
tttctatgeg
ctcgettege
tggatcctct
ggcgectata
agcgcttgrt
atctccttgce
ggctgettce
ttcaacccag
actgtcttct
ggcgaggace
atcttgcacg
aagcaggcca
gcgacgcgag
atgcccgegt
caaggatcge
gcgatttatg
ctataccttg
tgagaacgcce
tcaatgtaac

<210> 36

<211> 1191

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Banda amplificada

<400> 36

atgaaatcta
ataggcttgg
atcgccagtc
ccegtrctceg
cttggagcca
gccggacgeca
gccgacatca
ggcgtgggta
gcaccattcc
atgcaggagt
agctecttce
atcatgcaac
tttegcetaga
ctcgcetcaag
atcgccggcea
tggatggcct
caggccatgc
gcggetetta
gcctcggega
Tgectccecy

acaatgcgct
ttatgccggt
actatggcgt
gagcactgtce
ctatcgacta
tcgtggccgg
ccgatgggga
tggtggcagg
ttgcggeggce
cgcataaggg
ggtgggcgeg
tcgtaggaca
gcgegacgat
ccttcgtcac
tggcggecga
tceccattat
tgtccaggca
ccagcctaac
gcacatggaa
cgttgcgtcg

<210> 37

<211>93

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2371219713

aatacatatt
agggttattg
gggttccgcg
tgacattaac
tcgataaget
gtatgaaatc
gcataggctt
gcatcgccag
cacccgttct
tacttggagce
acgccggacg
tcgccgacat
tcggcgtggg
atgcaccatt
taatgcagga
tcagetectt
ttatcatgca
gctticgctg
ccctegetca
ttatcgccgg
gctggatggc
tgcaggccat
tcgeggetct
ccgecteggc
tctgectece
aactaaaatt
aatta

catcgtcatc
actgccgage
gctgctageg
cgaccgettt
cgcgatcatg
catcaccggc
agatcgggct
cccegtggec
ggtoctcaac
agagcgtcga
gggcatgact
ggtgccggca
gatcggcctg
tggtcccgec
cgcgctggge
gattcticte
ggtagatgac
ttcgatcact
cgggttggca
cggtgcatgg

<223> Oligonucledtido de construccion

caatcattaa
tctcatgagce
cacatttccc
ctataaaaat
ttaatgcggt
taacaatgcg
ggttatgcecg
tcactatggce
cggagcactg
cactatcgac
catcgtgocc
caccgatggg
tatggtggca
ccttgeggcy
gtcgcataag
ccggtgggcy
actcgtagga
gagcgcgacg
agccttcgtce
catggcgace
cttccccatt
gctgtccagg
taccagccta
gagcacatgyg
cgcgttgcgt
tccccgaggt

ctcggeaccg
ctcttgcgog
ctatatgcgt
ggccgecgee
gcgaccacac
gccacaggtg
cgecactteg
gggggactgt
ggcctcaace
ccgatgeect
atcgtcgecg
gcgctctgag
tcgettgegg
accaaacgtt
tacgtcttgc
gcttecggeg
gaccatcagg
gogaccgctga
tggatigtag
agccgggeca

50

aacgattgaa
ggatacatat
cgaaaagtgc
aggcgtatca
agtttatcac
ctcatcgtca
gtactgccgg
gtgctgctag
tccgaccget
tacgcgatca
ggcatcaccg
gaagatcggg
ggccccgtgg
gcggrgetca
ggagagcgtc
cggggcatga
caggtgcegg
atgatcggec
actggtcccyg
gacgcgcetgg
atgattcttc
caggtagatg
acttcgatca
aacgggttgg
cgcggtgcat
gaaaatcgcc

tcaccctgga
atatcgtcca
tgatgcaatt
cagtcctget
ccgtectgty
€ggttgctag
ggctcatgag
tgggcgecat
tactactggg
tgagagectt
cacttatgac
tcattttcgg
tattcggaat
tcggcgagaa
tggcgttcge
gcatcgggat
gacagcttca
tcgtcacgge
gcgecgecct
cctcgacctg

tggagaactt
ttgaatgtat
cacctgacgt
cgaggcctic
agttaaattg
tccteggcac
gectcttgeg
cgctatatgc
ttggcegcecy
tggcgaccac
gcgccacagg
ctcgccactt
ccgggggact
acggcctcaa
gaccgatgcc
ctatcgtcge
cagecgcetetg
tgtcgcttge
ccaccaaacg
gctacgtctt
tcgcttecgg
acgaccatca
ctggaccgct
catggattgt
ggagccgggc
ccggggaata

tgctotaggc
ttccgacage
tctatgcgeca
cgcttcgcta
gatcctetac
cgcctatatc
cgcttgtttc
ctccttgeat
ctgctrccta
caacccagtc
tgtcttctet
cgaggaccgc
cttgcacgee
gcaggccatt
gacgcgagge
gccecgegtig
aggatcgcrc
gatttatgce
ataccttgtc
a

1560
1585
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aatattatct tatctttata ataatcattc tcgtttacgt tatcattcac tttacatcag 60
agatatacca tgatgtccgg cggtgctttt gcc

<210> 38

<211> 93

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 38

tgattcgtgt attcctgcat aacagccaac ttgtgaaatg ggcacggaaa tccgtgcccc 8(3)

aaaagagaaa ttacgccccg ccctgccact cat

<210> 39

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 39
cattctegtt tacgttatea ttcacttta

<210> 40

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

29

<223> Oligonucleétido de construccion

<400> 40
cctgecataac agecaacttg tgaaa

25

51

93



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2371219713

REIVINDICACIONES

1. Un vector de expresion para producir proteina FGF18 que comprende los siguientes elementos ligados de forma
operativa:

(a) un origen de replicacion procariota;

(b) un elemento de ADN de inicio de la transcripcion;

(c) una secuencia polinucleotidica como se muestra en SEC ID N° 3; y
(d) un terminador de la transcripcion.

2. Un vector de expresion para producir proteina trFGF18 que comprende los siguientes elementos ligados de forma
operativa:

(a) un origen de replicacion procariota;

(b) un elemento de ADN de inicio de la transcripcion;

(c) una secuencia polinucleotidica como se muestra en SEC ID N° 5; y
(d) un terminador de la transcripcion.

3. El vector de expresion de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2 que comprende adicionalmente un marcador
seleccionable

4. El vector de expresion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que dicho marcador seleccionable
se selecciona del grupo que consiste en resistencia a tetraciclina, resistencia a ampicilina, resistencia a kanamicina,
resistencia a neomicina, resistencia a cloranfenicol y el sistema hok/sok.

5. El vector de expresion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que la proteina FGF18 o proteina
trFGF18 se produce bajo el control del promotor Tac, comprendiendo el vector al menos uno del gen Lacl-q, el gen
ROP y gen de resistencia a kanamicina y en el que el origen de replicacion procariota del vector es C0O1 E1.

6. Un vector de expresién de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende el vector pSDH170 (SEC ID N°: 1).
7. Un vector de expresién de acuerdo con la reivindicacién 2, que comprende el vector pSDH174 (SEC ID N°: 2).

8. Una célula huésped procariota transformada con el vector de expresion de acuerdo con cualquier reivindicaciéon
precedente.

9. La célula huésped procariota de la reivindicacion 8 siendo la célula huésped una cepa deficiente en proteasa
OmpT de E. coli.

10. La célula huésped de la reivindicacion 8 6 9, siendo la célula huésped una cepa de E. coli seleccionada del
grupo que consiste en W3110, MM294, TG-1, JM-107, UT5600 y BL21.

11. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 10, siendo dicha célula huésped una cepa de zGOLD1 que
comprende un vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 6 6 7.

12. Un procedimiento para producir una proteina FGF18 o proteina trFGF18, que comprende:

(a) cultivar una célula huésped de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-11 en medio de
crecimiento en condiciones en las que se expresa FGF18 o trFGF18;

(b) recuperar las células huésped del medio de crecimiento; y

(c) aislar la proteina FGF18 o proteina trFGF18 de las células huésped.

13. Un procedimiento para producir una proteina FGF18 o proteina trFGF18, que comprende:

() cultivar una célula huésped de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-11 en un matraz de
agitacion a DO600 de 5 a 20 en un medio de crecimiento;

(b) inocular un recipiente de fermentacion con medio de matraz de agitacion de 1 a 12 % v/v que contiene
células huésped;

(c) cultivar las células huésped en un medio de crecimiento a un pH de 6,2 a 7,2, en el que se suministra una
solucion de suministro al recipiente de fermentacion antes de las 15 horas del tiempo de fermentacion
transcurrido (EFT);

(d) afiadir un agente inductor al recipiente de fermentacion a las 20 a 30 horas EFT; y

(e) recoger las células huésped a las 48 a 56 horas EFT.

14. El procedimiento de la reivindicacion 13, en el que el agente inductor es isopropil 3-D tiogalactopiranésido (IPTG)
de 0,5a 2 mM.

15. El procedimiento de la reivindicacion 13 o reivindicacion 14, en el que la solucion de suministro comprende un
carbohidrato seleccionado del grupo que consiste en glicerol y glucosa a una concentracion de medio de crecimiento
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y una tasa de suministro de 5-15 gramos de carbohidrato por hora.

16. El procedimiento de la reivindicacién 15, en el que el glicerol es glicerol de 40 a 70 % v/v o la glucosa es glucosa
de 40 a 70 % p/v.

17. Un procedimiento para preparar un sedimento celular o suspension celular que comprende proteina FGF18 o
proteina trFGF18 que comprende:

(a) sembrar en un matraz un inéculo que comprende (i) una célula huésped E. coli W3110 que expresa un
polipéptido de FGF18 como se muestra en SEC ID N°: 4 o una célula huésped E. coli W3110 que comprende
un vector pSDH170 de SEC ID N°: 1, en la que se expresa un polipéptido de FGF18 y comprendiendo el medio
de crecimiento glicerol aproximadamente 5 g/l; o (ii) una célula huésped E. coli W3110 que expresa un
polipéptido de trFGF18 como se muestra en SEC ID N°: 6 o una célula huésped E. coli W3110 que comprende
un vector pSDH174 de SEC ID N°: 2, en la que se expresa un polipéptido de trFGF18 y comprendiendo el
medio de crecimiento glicerol aproximadamente 5 g/l;

(b) cultivar el inéculo en medio de crecimiento durante 16-20 horas a aproximadamente 30 °C;

(c) transferir el inéculo cultivado en medio de crecimiento a un fermentador discontinuo a una concentraciéon de
in6culo de 0,5-5 % v/v;

(d) fermentar la fermentacion discontinua a aproximadamente 37 °C y aproximadamente pH 6,8; con glicerol
aproximadamente 2 %;

(e) introducir un suministro de glucosa a aproximadamente 8 horas de tiempo de fermentacion transcurrido
(EFT) de aproximadamente 9,5 g de glucosa/litro/hora y continuando hasta final de un ciclo de fermentacion;

(f) afiadir IPTG a aproximadamente 24 horas EFT a concentracion final de 0,5 a 2 mM;

(g) fermentar aproximadamente 28 horas después de la adicion de IPTG;

(h) recoger el caldo de fermentacion del fermentador;

() afiadir un volumen igual de agua al caldo de fermentacion; y

(j) homogeneizar y centrifugar el caldo de fermentacion para recoger un sedimento celular o suspensién celular
que comprende proteina FGF18 o material proteico de trFGF18.

18. Un procedimiento para aislar proteina FGF18 insoluble producida por una célula huésped de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 8-11 que comprende las etapas de:

(a) separar material proteico de FGF18 insoluble en agua de un sedimento celular o suspension celular;
(b) disolver el material proteico de FGF18 insoluble en un disolvente caotropico;

(c) diluir el disolvente caotrépico y replegar la proteina FGF18; y

(d) aislar la proteina FGF18, en el que la proteina FGF18 aislada es capaz de ser bioldgicamente activa.

19. El procedimiento de la reivindicacion 18, en el que la proteina FGF18 aislada es al menos 90 % pura y tiene un
nivel de endotoxina de menos de 10 unidades de endotoxina por mg de proteina FGF18.

20. Un procedimiento para aislar proteina trFGF18 insoluble producida por una célula huésped de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 8-11 que comprende las etapas de:

(a) separar material proteico de trFGF18 insoluble en agua de un sedimento celular o suspension celular;
(b) disolver el material proteico de trFGF18 insoluble en un disolvente caotrépico;

(c) diluir el disolvente caotrépico y replegar la proteina trFGF18; y

(d) aislar la proteina trFGF18, en el que la proteina trFGF18 aislada es capaz de ser biolégicamente activa.

21. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 17, 18 y 20, en el que la proteina FGF18 o trFGF18
aislada es al menos 90 % pura.

22. El procedimiento de la reivindicacion 20, en el que la proteina trFGF18 aislada es al menos 90 % pura y tiene un
nivel de endotoxina de menos de 10 unidades de endotoxina por mg de proteina trFGF18.

23. Un procedimiento para aislar proteina FGF18 insoluble producida por una célula huésped de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 8-11, que comprende las etapas de:

(a) separar de un caldo de fermentaciéon un sedimento celular o suspension celular que comprende material
proteico de FGF18 insoluble en agua;

(b) homogeneizar el sedimento celular o suspension celular para recoger cuerpos de inclusion;

(c) disolver el material proteico de FGF18 insoluble en un disolvente caotrépico que comprende una sal de
guanidina;

(d) diluir el disolvente caotrépico por adicion de un tampon de replegamiento que comprende sales de arginina
y una mezcla de componentes reductores y oxidantes;

(e) aislar la proteina FGF18 retirando proteinas no plegadas y agregadas por filtracion; y

(f) purificar la proteina replegada FGF18 en una columna de intercambio catiénico; en el que la proteina FGF18
aislada y purificada es bioldgicamente activa y es al menos 90 % pura.
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24. Un procedimiento para aislar proteina trFGF18 insoluble producida por una célula huésped de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 8-11, que comprende las etapas de:
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(a) separar de un caldo de fermentaciéon un sedimento celular o suspension celular que comprende material
proteico de trFGF18 insoluble en agua;

(b) homogeneizar el sedimento celular o suspension celular para recoger cuerpos de inclusion;

(c) disolver el material proteico de trFGF18 insoluble en un disolvente caotropico que comprende una sal de
guanidina;

(d) diluir el disolvente caotrépico por adicion de un tampon de replegamiento que comprende sales de arginina
y una mezcla de componentes reductores y oxidantes;

(e) aislar la proteina trFGF18 retirando proteinas no plegadas y agregadas por filtracion; y

(f) purificar la proteina replegada trFGF18 en una columna de intercambio catiénico; en el que la proteina
trFGF18 aislada y purificada es biolégicamente activa y es al menos 90 % pura.

25. Un procedimiento para aislar proteina FGF18 insoluble producida por una célula huésped de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 8-11, que comprende las etapas de:

(a) separar de un caldo de fermentaciéon un sedimento celular o suspension celular que comprende material
proteico de FGF18 insoluble en agua;

(b) homogeneizar el sedimento celular o suspension celular para recoger cuerpos de inclusion;

(c) disolver el material proteico de FGF18 insoluble en un disolvente caotrépico que comprende una sal de
guanidina;

(d) diluir el disolvente caotropico por adicién de un tamp6én de replegamiento que comprende sales de arginina
y una mezcla de componentes reductores y oxidantes;

(e) aislar la proteina FGF18 retirando proteinas no plegadas y agregadas por filtracion;

(f) purificar la proteina replegada FGF18 en una columna de intercambio catiénico; y

(9) purificar el eluato de FGF18 de la etapa (f) en una columna de interaccion hidréfoba, en el que la proteina
FGF18 aislada y purificada es biolégicamente activa.

26. Un procedimiento para aislar proteina trFGF18 insoluble producida por una célula huésped de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 8-11, que comprende las etapas de:

(a) separar de un caldo de fermentaciéon un sedimento celular o suspension celular que comprende material
proteico de trFGF18 insoluble en agua;

(b) homogeneizar el sedimento celular o suspension celular para recoger cuerpos de inclusion;

(c) disolver el material proteico de trFGF18 insoluble en un disolvente caotropico que comprende una sal de
guanidina;

(d) diluir el disolvente caotrépico por adicion de un tampon de replegamiento que comprende sales de arginina
y una mezcla de componentes reductores y oxidantes;

(e) aislar la proteina trFGF18 retirando proteinas no plegadas y agregadas por filtracion;

(f) purificar la proteina replegada trFGF18 en una columna de intercambio cationico; y

(g) purificar el eluato de trFGF18 de la etapa (f) en una columna de interaccién hidréfoba, en el que la proteina
trFGF18 aislada y purificada es biolégicamente activa.

27. Un procedimiento para aislar proteina FGF18 producida por una célula huésped de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 8-11, que comprende las etapas de:

(a) separar de un caldo de fermentacién un sedimento celular o suspension celular que comprende material
proteico de FGF18 insoluble en agua;

(b) homogeneizar el sedimento celular o suspension celular para recoger cuerpos de inclusion;

(c) disolver la proteina FGF18 insoluble en un disolvente caotrépico que comprende clorhidrato de guanidina
aproximadamente 6 M, ditiotreitol 40 mM (DTT) durante aproximadamente una hora a temperatura ambiente;
(d) replegar la proteina FGF18 disuelta en una solucién diluyendo en tampén de replegamiento que comprende
Tris 50 mM, NaCl 120 mM y CuS0O4 0,5 mM;

(e) filtrar la solucion;

(f) cargar la solucién en columna de resina equilibrada a pH 8,0 usando tampon de acetato sédico;

(9) lavar la columna de resina con cloruro sédico aproximadamente 0,4 M;

(h) lavar la columna de resina con cloruro sédico aproximadamente 0,75 M para eluir proteina FGF18 unida;

(i) afadir sulfato de amonio a una concentracion de aproximadamente 1,5 M para eluir y filtrar la soluciéon de
eluato;

(j) cargar el eluato en una columna de resina de cromatografia de interaccion hidréfoba equilibrada a sulfato de
amino 1,5 M, cloruro sédico 0,05 M en tampdn de acetato sédico;

(k) lavar la columna con sulfato de amonio aproximadamente 1,5 M, cloruro sédico 0,05 M en tampén de
acetato sodico;

(1) diluir el eluato a una conductividad de aproximadamente 30 mS/cm con agua;

(m) cargar el eluato en una columna de SP Sepharose® HP equilibrada con tampén de acetato s6dico;

(n) lavar la columna con gradiente lineal de 20 volimenes de columna de cloruro sédico de 0,3 a 0,7 M; y
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(0) concentrar y aislar la proteina FGF18 a través de intercambio de tampoén usando ultrafiltracion de flujo
tangencial.

28. Un procedimiento para aislar proteina trFGF18 producida por una célula huésped de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 8-11, que comprende las etapas de:

(a) separar de un caldo de fermentaciéon un sedimento celular o suspension celular que comprende material
proteico de trFGF18 insoluble en agua;

(b) homogeneizar el sedimento celular o suspension celular para recoger cuerpos de inclusion;

(c) disolver la proteina trFGF18 insoluble en un disolvente caotrdpico que comprende clorhidrato de guanidina
aproximadamente 6 M, ditiotreitol 40 mM (DTT) durante aproximadamente una hora a temperatura ambiente;
(d) replegar la proteina trFGF18 disuelta en una solucién diluyendo en tampén de replegamiento que
comprende Tris 50 mM, NaCl 120 mMy CuSO4 0,5 mM;

(e) filtrar la solucion;

(f) cargar la solucién en columna de resina equilibrada a pH 8,0 usando tampén de acetato sodico;

(g) lavar la columna de resina con cloruro sédico aproximadamente 0,4 M;

(h) lavar la columna de resina con cloruro sédico aproximadamente 0,75 M para eluir proteina trFGF18 unida;
(i) afadir sulfato de amonio a una concentracion de aproximadamente 1,5 M para eluir y filtrar la soluciéon de
eluato;

(j) cargar el eluato en una columna de resina de cromatografia de interaccion hidr6foba equilibrada a sulfato de
amino 1,5 M, cloruro sdédico 0,05 M en tampén de acetato sodico;

(k) lavar la columna con sulfato de amonio aproximadamente 1,5 M, cloruro sédico 0,05 M en tampén de
acetato sodico;

() diluir el eluato a una conductividad de aproximadamente 30 mS/cm con agua;

(m) cargar el eluato en una columna de SP Sepharose® HP equilibrada con tampén de acetato sédico;

(n) lavar la columna con gradiente lineal de 20 volimenes de columna de cloruro sédico de 0,3 a 0,7 M;

(o) concentrar y aislar la proteina trFGF18 a través de intercambio de tampdn usando ultrafiltracion de flujo
tangencial; y

(p) intercambiar el tampdn a tampon de formulacion usando ultrafiltracion de flujo tangencial.

29. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 23-28 en el que la sal de guanidina se selecciona del
grupo que consiste en clorhidrato de guanidina y tiocianato de guanidina.

30. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 18-26, en el que la actividad bioldgica se
mide usando un ensayo de proliferacion celular de FGF18.

31. Una molécula polinucleotidica aislada que comprende SEC ID N°: 3.

32. Una molécula polinucleotidica aislada que comprende SEC ID N°: 5.

55



ES 2371219713

pSDH170_1 - levadura
{5282 pb)

promotor tac

FIG. 1

56



ES 2371219713

pSDH174_1 - levadura

(5230 pb) promotor tac

Hindlll

FIG. 2

57



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

