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DESCRIPCION

Células hospedadoras E. coli con proteinas periplasmicas de fijacion al fosfato phos/psts modificadas y método de
preparacion de fab recombinantes

La presente invencion se refiere a células hospedadoras E. coli para su utilizaciéon en la expresion de proteinas
recombinantes y mas especificamente proporciona células hospedadoras E. coli mejores para la preparacion de
anticuerpos recombinantes.

La purificacion a gran escala, econdmica de proteinas recombinantes es cada vez mas un problema importante para
la industria biotecnoldgica. Generalmente, las proteinas recombinantes se preparan utilizando estirpes celulares ya
sea de mamifero o bacterianas transgénicas para producir la proteina de interés por insercion de un plasmido
recombinante que contiene el gen para esta proteina. Las proteinas se segregan ya sea directamente desde la
célula en el medio de cultivo circundante o se producen intracelularmente. Para estas Ultimas proteinas, la primera
etapa de un proceso de purificacion implica lisis o alteracion de la célula, que puede hacerse por varios métodos,
como por ejemplo cizallamiento mecanico, choque osmético o tratamientos enzimaticos. Dicha alteracion libera los
contenidos de la célula en el homogeneizado, y ademas produce fragmentos subcelulares que se eliminan
generalmente por centrifugacion diferencial o por filtracion. El mismo problema surge, aunque a una escala mas
pequefia, con las proteinas directamente segregadas debido a la muerte natural de las células y a la liberacion de
proteinas intracelulares de las células hospedadoras en el transcurso de la ruta de producciéon de proteinas. Las
proteinas recombinantes producidas de esta manera necesitaban ser purificadas lejos de las proteinas
contaminantes de las células hospedadoras, ya que pueden ser toxicas o inmundgenas. La alta pureza es esencial
para las proteinas recombinantes requeridas para uso terapéutico, tales como los anticuerpos.

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos hasta hace poco se solian preparar en células de mamifero, pero se
han utilizado también sistemas de produccién alternativos tales como E. coli, levaduras Pichia y vegetales. Estas
alternativas de preparacion han sido guiadas por el producto del anticuerpo especifico y el equilibrio entre escala,
coste, velocidad, capital de riesgo y seguridad biolégica (Humphreys y Glover, 2001, Current Opinion in Drug
Discovery and Development, 4, 172-185). Ademas de los costes mas obvios de la planta de fermentacién, hora
operador, ingredientes medios y tiempo requerido por el proceso/depreciacion del capital, existen costes
significativos relacionados con el 'tratamiento aguas abajo' es decir almacenamiento del producto en bruto,
manipulacion y purificacion.

La purificacién de anticuerpos a gran escala se basa principalmente en la precipitacion fraccionada, el intercambio
idnico, cromatografia de exclusion por tamafio y de interaccion hidréfoba porque estos métodos son rentables y
fisicamente robustos. Si la purificacion no puede conseguirse empleando estos métodos entonces sera necesario
considerable desarrollo para ampliar métodos analiticos mas costosos tal como la cromatografia por afinidad. Este
problema es probable que surja cuando las proteinas contaminantes del hospedador tengan propiedades fisicas
similares a las del anticuerpo recombinante, tal como pl, tamafio o hidrofobicidad. La eliminacién de estos
contaminantes puede requerir etapas de purificacion de especialista que son muy indeseables cuando se realizan a
gran escala. Por consiguiente hay necesidad de mejorar y simplificar los procesos de purificaciéon a gran escala para
anticuerpos preparados de manera recombinante cuando las proteinas contaminantes del hospedador son un
problema especifico.

O'Brien et al. Protein Expression and Purification 24, 43-50 (2002) describe la expresion bacteriana y la purificacion
de fragmentos Fab bovinos recombinantes.

El documento WO 98/18946 describe un procedimiento para la produccién bacteriana de polipéptidos.

La patente EP 0 737 747 se refiere a la expresion citoplasmatica en E. coli de anticuerpos, fragmentos de anticuerpo
y fusiones de los mismos.

La presente invencién resuelve el problema descrito anteriormente al proporcionar células hospedadoras E. coli
mejoradas para la preparacion de anticuerpos recombinantes caracterizadas por que dichas células han sido
genéticamente modificadas con objeto de cambiar al menos una propiedad fisica de una proteina PstS de E. coli
que en el tipo natural se purifica junto con dicho anticuerpo recombinante. Mas especificamente, la presente
invencion proporciona células hospedadoras E. coli que expresan un anticuerpo recombinante caracterizado por que
la célula hospedadora E. coli se ha genéticamente con objeto de cambiar el punto isoeléctrico de la proteina PstS de
fijacion al fosfato de E. coliy en donde el punto isoeléctrico ha sido alterado por:

la adicion de una etiqueta de poliacido aspartico al terminal C de la proteina de fijacion al fosfato y/o

el cambio de uno o mas restos de aminoacido situados en la superficie de la proteina PstS de fijacion al fosfato de E.
coli por:

(a) substituyendo uno o mas restos de lisina y/o arginina por acido aspartico o acido glutamico o

(b) substituyendo uno o mas restos de acido aspartico y/o acido glutamico por lisina o arginina.
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Asi pues, los inventores han podido demostrar que el procedimiento de purificaciéon para anticuerpos producidos en
E. coli puede mejorarse alterando las propiedades fisicas de las proteinas seleccionadas de E. coli de modo que ya
no se purifican con el anticuerpo recombinante. Como resultado de utilizar las células hospedadoras E. coli de la
presente invencion es posible mejorar el procedimiento de purificacion para anticuerpos producidos utilizando dichas
células, por ejemplo el procedimiento puede ser mas rapido y/o mas econdémico que para los producidos en E. coli
natural. Por consiguiente, las mejoras en la purificacion de un anticuerpo en la presente invencion puede
considerarse que son cualquier alteracion ventajosa para un procedimiento de purificacion proveniente de las
modificaciones en las propiedades fisicas de las proteinas del hospedador E. coli. Puede incluir mejoras pero no se
limitan a mejoras en la velocidad de purificacion, reduccién en costes de purificacion o aumento en la calidad de los
anticuerpos producidos. En una realizaciéon de la presente invencidon el procedimiento de purificacion para un
anticuerpo recombinante mejora por eliminacién de una etapa de purificacion dando como resultado ahorros tanto de
coste como de tiempo. Preferiblemente la etapa que se elimina es una etapa de cromatografia por afinidad, una
etapa de intercambio idnico, una etapa de exclusién por tamafio o una etapa de interaccion hidréfoba. En una
realizacion preferida la etapa que se elimina durante la purificacion de un fragmento Fab' de anticuerpo es una etapa
de interaccion hidrofoba y la proteina de E. coli que se altera es la proteina de fijacion al fosfato (PhoS/PstS).
Preferiblemente la eliminacion de dicha etapa conduce a ahorros de costes de aproximadamente 15% en
comparacion con el procedimiento de purificacion original en base Fab' molar.

En otra realizacién de la presente invencién, el procedimiento de purificacién para anticuerpos recombinantes
producidos en las células hospedadoras de la presente invencion mejora al reducir la cantidad de matriz de la
columna requerida, reduciendo por consiguiente los costes de material y la duracion de los procesos.
Preferiblemente esto se consigue reduciendo el niumero de proteinas contaminantes del hospedador que
normalmente se purifican con el anticuerpo recombinante y reducen la capacidad de la columna para unirse al
anticuerpo. En una realizacion preferida la capacidad de la columna que se aumenta es una columna de intercambio
catiénico y las proteinas del hospedador E. coli que se alteran para evitar la fijacion a esta columna son la proteina
de fijacion de dipéptido (DppA), la proteina de fijacion de maltosa (MBP) y la Tiorredoxina.

Por lo tanto segun la presente invenciéon se proporcionan células hospedadoras de E. coli mejoradas para la
preparacion de anticuerpos recombinantes. Las células hospedadoras de E. coli de la presente invencion pueden ser
organismos naturales u organismos mutados capaces de producir anticuerpos recombinantes. Preferiblemente, sin
embargo, el organismo hospedador es un organismo o la descendencia de un organismo que se ha transformado
utilizando técnicas de ADN recombinante con una secuencia heterdloga de ADN que codifica la produccion de un
anticuerpo recombinante. Las cepas especificas del hospedador E. coli adecuadas para su utilizacion en la presente
invencion comprenden pero no se limitan a MC4100, TG1, TG2, DHB4, DH5a, DH1, BL21, XL1Blue. Un hospedador
de E. coli preferido es E. coliW3110 (ATCC 27,325) cepa hospedadora utilizada generalmente para fermentaciones
de proteinas recombinantes. La expresioén de cualquier gen extrafio en E. coli se consigue por insercion de una
copia de ADNc del gen en un vector de expresion. Se dispone de muchas formas de vector de expresion. Dichos
vectores normalmente comprenden un plasmido origen de replicacion de ADN, un marcador seleccionable de
antibidticos y un iniciador y terminador de transcripcion separado por una secuencia de multiclonacion (casete de
expresion) y una secuencia de ADN que codifica un punto de unién al ribosoma.

El término 'natural' se refiera a la célula hospedadora en la que una proteina hospedadora contaminante no se ha
modificado. Es posible que otras proteinas en esta célula hospedadora se hayan modificado con fines fuera de esta
invencion.

Las proteinas hospedadoras de E. coli seleccionadas para modificacion genética son proteinas que en el tipo natural
son conocidas por purificarse junto con el anticuerpo recombinante durante la purificacion. La expresion 'purificarse
junto con' se refiera a la purificacion de una proteina con otra bajo el mismo conjunto de condiciones de purificacion.
Normalmente ésta se refiere a la purificacion de proteinas contaminantes de E. coli junto con un anticuerpo
expresado de manera recombinante durante los procesos de purificacion tal como la cromatografia.

La expresion 'modificacion genética' se refiere a una o mas supresiones, inserciones, sustituciones o mutaciones de
una secuencia génica que producen un cambio en las propiedades fisicas de la proteina codificada por este gen.
Preferiblemente estos cambios no afectan la actividad fisiolégica o biolégica de la proteina codificada.

El término 'hidrofobicidad' se refiera a efecto neto de los aminoacidos hidréfobos e hidréfilos sobre toda la superficie
de la proteina, o en parches localizados en superficie, en la solubilidad de la proteina en agua o disolventes
organicos y su interaccion con superficies sélidas y matrices.

El término 'pl o punto isoeléctrico’ se refiere al pH al que la carga positiva del polipéptido equilibra su carga negativa.
El pl puede calcularse a partir de la carga neta de los restos de aminoacidos del polipéptido o puede determinarse
por electroforesis

La expresion 'propiedad fisica' se refiera a la naturaleza fisica de la propia proteina en lugar de su actividad
fisiolégica o biolégica. Preferiblemente, propiedad fisica se refiera a caracteristicas de la proteina tales como
tamafio, hidrofobicidad y punto isoeléctrico. Qué propiedad fisica del la proteina hospedadora de E. coli se altera
vendra impuesta por el procedimiento de purificacion para el anticuerpo recombinante y las mejoras que se
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requieren. Por ejemplo, el punto isoeléctrico de una proteina puede alterarse para evitar fijarla a una columna de
intercambio idnico especifica en determinadas condiciones.

Las propiedades fisicas de las proteinas contaminantes de E. coli que se alteran por modificacion genética pueden
incluir, pero no se limitan al, punto isoeléctrico y/o al tamafio y/o a la hidrofobicidad. El tamafio de la proteina se
refiere al peso molecular de la proteina. Pueden hacerse alteraciones de las propiedades fisicas de las proteinas
contaminantes utilizando cualquier combinacién de adicién, supresion, sustitucidon o inserciébn de secuencias
especificas en la secuencia nucleotidica codificadora. En una realizacién las propiedades fisicas de la proteina se
alteran por la adicién o supresién de al menos un aminoacido en el terminal N o C. En una realizacién una propiedad
fisica de una proteina hospedadora contaminante se altera por adicion de una etiqueta de aminoacido al terminal C.
En una realizacion preferida la propiedad fisica que se altera es el punto isoeléctrico y la etiqueta de aminoacido es
una etiqueta de poliacido aspartico unida al terminal C. En una realizacién las proteinas de E. coli alteradas por
adicién de dicha etiqueta son la proteina de fijacion de dipéptido (DppA), proteina de fijacion de maltosa (MBP),
Tiorredoxina y proteina de fijacion al fosfato (PhoS/PstS). En una especifica realizacién el pl de la proteina de
fijacion al fosfato de E. coli (PhoS/PstS) se reduce de 7,2 a 5,1 por adicion de una etiqueta de poliacido aspartico
(poliD), que contiene 6 restos de acido aspartico al terminal C.

También se prefiere la modificacion de restos especificos de la proteina contaminante de E. coli para alterar sus
propiedades fisicas, ya sea solos o en combinacion con la adicion de etiquetas de terminal N o C. Dichos cambios
pueden incluir inserciones o supresiones para alterar el tamafio de las sustituciones de proteinas o aminoacidos
para alterar pi o la hidrofobicidad. En una realizacién estos restos estan situados en la superficie de la proteina. En
una realizaciéon preferida, los restos en la superficie de la proteina PhoS estan alterados para reducir el pl de la
proteina. Preferiblemente se evitan los restos que han estado implicados por ser importantes en el enlace fosfato
(Bass, patente de EE.UU. n°® 5.304.472) para mantener una proteina PhoS funcional. Preferiblemente se dirigen a
los restos de lisina que se proyectan lejos de la superficie de la proteina o estan en grandes grupos de restos
basicos o cerca. En una realizacion, la proteina PhoS tiene una etiqueta de poliacido hexaaspartico unida al terminal
C mientras que se dirigen a los restos de la superficie en el extremo opuesto de la molécula para su sustitucion.
Preferiblemente los restos de lisina seleccionados se sustituyen por acido glutamico o acido aspartico para conferir
un cambio potencial de pl mayor que cuando se cambian restos neutros por acidos. La designacion para un mutante
de sustitucion en la presente memoria consiste en una letra seguida de un numero seguido de una letra. La primera
letra designa el aminoacido en la proteina natural. El nimero hace referencia a la posicion del aminoacido donde se
esta haciendo la sustitucion del aminoacido, y la segunda letra designa el aminoacido que se utiliza para sustituir el
aminoacido natural. En las mutaciones preferidas de PhoS en la presente invencion los restos de lisina (K) 275, 107,
109, 110, 262, 265, 266, 309, 313 estan sustituidos por acido glutamico (E), como mutaciones individuales o
combinadas, ademas lisina(K)318 puede estar sustituido por acido aspartico (D) como una mutacién individual o
combinada. Preferiblemente las mutaciones individuales son K262E, K265E y K266E. Preferiblemente las
mutaciones combinadas son K265/266E y K110/265/266E. Mas preferiblemente, todas las mutaciones se combinan
con la etiqueta de poliacido aspartico (poliD) unida al terminal C y opcionalmente también con la sustitucion K318D.
En una realizacion preferida las mutaciones dan lugar a una reduccién en pl de al menos 2 unidades.
Preferiblemente las mutaciones de la presente invencion reducen el pl de PhoS de 7,2 a entre aproximadamente 4 y
aproximadamente 5,5. En una realizacién de la presente invencién el pl de la proteina PhoS de E. coli se reduce
desde 7,2 hasta aproximadamente 4,9, aproximadamente 4,8 y aproximadamente 4,5 utilizando las mutaciones
poliD K318D, poliD K265/266E y poliD K110/265/266E respectivamente.

Preferiblemente todas las modificaciones genéticas de las proteinas hospedadoras de E. coli dan lugar a proteinas
que ya no se purifican junto con el anticuerpo recombinante durante la etapa de purificacion deseada.
Preferiblemente las alteraciones a la proteina PhoS dan lugar a una proteina que no se purifica en intercambio i6nico
junto con el fragmento Fab' de anticuerpo y preferiblemente una etapa de interaccion hidrofoba previamente
requerida ya no es necesaria. Preferiblemente todas las mutaciones a la proteina PhoS producen proteinas que ya
no eluyen de una columna de intercambio catidnico a la misma concentracion salina que el anticuerpo recombinante.
Preferiblemente las proteinas PhoS mutantes eluiran a menos de 100 mM de NaCl , mientras que el anticuerpo
eluye a 200 mM a pH 4,5. Mas preferiblemente las proteinas PhoS mutantes no se fijaran de ninguna manera a una
columna de intercambio catiénico a un pH de 5,0 o menos. En una realizacién de la presente invencion las proteinas
mutantes PhoS se fijaran a una columna de intercambio aniénico a pH8 o mayor donde la PhoS natural no.

Preferiblemente las alteraciones en las propiedades fisicas de, proteinas hospedadoras contaminantes no afectan
significativamente a la actividad o funcion bioldgica de la proteina. En una realizaciéon de la presente invencion las
proteinas PhoS mutantes contintan siendo funcionales como se determina por su capacidad para complementar
una cepa ANCC75 de E. coli carente de PhoS (Amemura et al., 1982, Journal of Bacteriology, 152, 692-701).
Preferiblemente todas las mutaciones en las proteinas hospedadoras de E. coli no afectan al crecimiento de E. coli o
al rendimiento de anticuerpo recombinante en comparacién con el tipo natural.

El anticuerpo recombinante producido en las células hospedadoras E. coli de la presente invenciéon es cualquier
molécula de inmunoglobulina incluida cualquier fragmento de inmunoglobulina de fijacion al antigeno, tales como los
fragmentos Fv, Fab, Fab' y F(ab'),, y algunos de sus derivados, tales como los fragmentos monocatenarios Fv. La
produccion de anticuerpos es muy conocida en la técnica y fragmentos de anticuerpo se producen rutinariamente en
E. coli por replegamiento a partir de los cuerpos de inclusion o por expresion funcional por secrecién al periplasma
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bacteriano (Plickthun y Pack 1997, Immunotechnology, 3,83-105; Verma et al., 1998, Journal of Immunological
Methods, 216, 165-181).

El procedimiento de purificaciéon para un anticuerpo dado es la secuencia de etapas de purificacion requerida para
generar anticuerpos recombinantes puros después de la expresion de dicho anticuerpo en E. coli. La purificacion de
anticuerpos recombinantes es muy conocida en la técnica y por cada anticuerpo puede disefiarse un procedimiento
de purificacién que genera el rendimiento y pureza maximos utilizando el nimero minimo de etapas de purificacion.
Los anticuerpos recombinantes pueden purificarse utilizando una o mas etapas de purificacion, cuyos ejemplos
comprenden la cromatografia de intercambio i6nico, la cromatografia de interaccion hidrofoba, de exclusion por
tamafio, la electroforesis, HPLC en fase inversa, cromatoenfoque, SDS-PAGE, precipitacion con sulfato amoénico y
cromatografia por afinidad (p. ej. utilizando proteina A, proteina G o antigeno como reactivo de captura). Los
métodos mas frecuentes utilizados para produccién a gran escala de anticuerpos recombinantes son la precipitacion
fraccionada, el intercambio idnico, la cromatografia por interaccion hidréfoba y la cromatografia de exclusiéon por
tamafio porque estos métodos son rentables y fisicamente robustos. Estos métodos separan proteinas basandose
en sus caracteristicas fisicas, punto isoeléctrico, hidrofobicidad y tamafio respectivamente. Si las proteinas
contaminantes de E. coli tienen propiedades fisicas similares al anticuerpo recombinante no puede ser posible
separar las proteinas utilizando estos métodos. Para estos anticuerpos sera necesario incluir mas etapas adicionales
de costosa purificacion tal como cromatografia por afinidad de la proteina A y la proteina G.

A partir del examen del procedimiento de purificacion de un anticuerpo recombinante dado el experto en la técnica
puede determinar rapidamente si existen proteinas de E. coli contaminantes que purifican junto con el anticuerpo
recombinante y son dificiles de eliminar. La persona que ha disefiado el procedimiento de purificacion ya conocera la
existencia de dichas proteinas contaminantes, por ejemplo pueden ser etapas adicionales incorporadas en el
procedimiento Unicamente para su eliminacion. Alternativamente, los geles de SDS-PAGE de fracciones de la
columna pondran de manifiesto qué proteinas sistematicamente se purifican junto con el anticuerpo recombinante.

A partir del examen del procedimiento de purificacion el experto en la técnica puede determinar qué propiedad o
propiedades fisicas de dicha(s) proteina(s) contaminante(s) seria deseable cambiar, de tal manera que la
purificacion del anticuerpo recombinante pueda mejorarse, por ejemplo, utilizando menos o diferentes etapas de
purificacion. Por ejemplo, puede ser apropiado reducir o aumentar el tamafo de la(s) proteina(s) contaminante(s)
para permitir la separacion del anticuerpo recombinante utilizando cromatografia de exclusién por tamafo en lugar
de utilizar una etapa costosa de cromatografia por afinidad. Alternativamente puede ser apropiado alterar el punto
isoeléctrico o la hidrofobicidad de la proteina contaminante para permitir la separacion por cromatografia de
intercambio idnico o de interaccion hidréfoba. Un experto en la técnica puede identificar facilmente el cambio éptimo
en la propiedad fisica para una proteina contaminante en un proceso de purificacién dado. Puede ser también
deseable cambiar las propiedades de mas de una proteina E. coli y/o mas de una fisica propiedad de dichas
proteinas.

Habiendo seleccionado proteinas de E. coli que se purifican junto con el anticuerpo recombinante y determinado qué
propiedades fisicas de dichas proteinas seria deseable cambiar para mejorar el procedimiento de purificacion, es
necesario clonar el gen que codifica dichas proteinas de manera que puedan hacerse alteraciones en las
propiedades fisicas. Esto es rutinario para algun experto en la técnica y en primer lugar requiere que la secuencia
proteica se obtenga de la proteina. Esto puede conseguirse por ejemplo, por secuenciacion desde el terminal N de
proteinas procedentes de transferencias western o secuenciacion de triptico o fragmentos de CNBr generados a
partir de dichas transferencias, todo lo cual son métodos de rutina para obtener la secuencia proteica. Dichas
transferencias western pueden generarse a partir de geles de SDS-PAGE en los que en las fracciones de la columna
que contienen la proteina hospedadora contaminante se ha realizado la electroforesis. La secuencia de aminoacidos
obtenida a partir de dichas proteinas puede utilizarse a continuacion para identificar por busqueda de homologia
toda la secuencia proteica y del ADN a partir de bases de datos tales como SwissProt o Genbank dado que la
secuencia genomica de E. coli esta publicamente disponible (Blattner et al., 1997, Science, 277 1453-1462). El gen
que codifica la proteina contaminante puede clonarse a continuacion utilizando técnicas muy conocidas tal como
PCR que utiliza cebadores basados en la secuencia de acido nucleico y utilizando ADN de E. coli como plantilla.

Una vez la proteina de E. coli contaminante se ha identificado y el gen que codifica dichas proteinas clonado, el gen
puede modificarse entonces para generar los cambios fisicos requeridos en la proteina que dé lugar a la purificacion
mejorada del anticuerpo recombinante. Los métodos para alterar las propiedades fisicas de proteinas son muy
conocidos en la técnica y pueden requerirse muchos cambios sistematicos para conseguir el resultado deseado. A
partir del analisis de la secuencia proteica, de las alineaciones de la secuencia y de la estructura cristalina, si estan
disponibles, es posible para el experto en la técnica identificar zonas de la proteina que pueden ser susceptibles de
alteracion. Las zonas seleccionadas dependeran de los cambios deseados en la propiedad fisica. Por ejemplo, para
alterar el pl o la hidrofobicidad de la proteina it sera necesario centrarse en los restos expuestos en superficie de una
carga o hidrofobicidad concreta. Las alteraciones de tamafio pueden centrarse en dominios concretos que pueden
eliminarse o modificarse. Los programas de ordenador tales como Rasmol o WebLab Viewer Lite son Uutiles para
observar las estructuras cristalinas de las proteinas permitiendo selecciones acertadas y selecciones informadas de
qué restos cambiar. Informacién adicional sobre restos importantes para la actividad o estructura de la proteina
puede ser de dominio publico.
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Preferiblemente la proteina continuara siendo funcional y el examen de las alineaciones de la secuencia proteica y
de las estructuras cristalinas si estan disponibles, permitirian evitar regiones con zonas activas. Si la estructura
cristalina no esta disponible, la identificacion de los restos que pueden alterarse sin destruir la funcién o expresion
proteica puede probarse empleando métodos muy conocidos en la técnica tal como mutagenia de exploracion de
alanina (Cunningham y Wells, 1989, Science, 244, 1081-1085).

Un método preferido de alteracion de las propiedades fisicas de proteinas es mediante la adiciéon de etiquetas de
proteinas, cuyos métodos son ampliamente conocidos en la técnica. Hasta la fecha éstos se han utilizado para
alterar las propiedades de proteinas recombinantes para ayudar a su purificacion en lugar de para alterar proteinas
hospedadoras contaminantes. Cuando estas etiquetas se utilizan en la proteina recombinante necesitan ser
eliminadas de la proteina purificada a fin de restablecer la funcién proteica, aumentar su solubilidad o con fines
terapéuticos porque la etiqueta es antigénica. Esto puede presentar dificultades con frecuencia y puede ser el mayor
impedimento para la aplicacion satisfactoria de esta tecnologia (Sassenfeld, 1990, Tibtech, 8, 88-93). En la presente
invencion la eliminacion de dichas etiquetas no se necesita ya que la etiqueta se utiliza para cambiar el pl de las
proteinas contaminantes de E. coli en lugar del propio anticuerpo recombinante. El pl, la hidrofobicidad y el tamafio
de las proteinas pueden ser alterados por la adicién de etiquetas de aminoacido, cuya naturaleza dependera del
resultado requerido. Por ejemplo, las etiquetas apropiadas para alterar el punto isoeléctrico de una proteina son
etiqguetas de poliarginina (Sassenfeld y Brewer, 1984, Biotechnology, 2, 76-81; Brewer patente de EE.UU. n°
4.532.207; Niederauer et al., 1996, Biotechnology Progress, 10, 237-245; Stempfer et al., 1996, Nature
Biotechnology, 14, 329-334), etiquetas de poliacido glutamico (Dalbege et al., 1987, Bio/Technology, 5, 1447-1457;
Niederauer et al., 1996) y etiquetas de dominio proteico a medida (Graslund et al., 2000, Protein Engineering, 13,
703-709 y Graslund et al., 2002, Journal of Chromatography, 942, 157-166). Las etiquetas que pueden utilizarse
para alterar la hidrofobicidad comprenden etiquetas de polifenilalanina (Persson et al., 1988, Analytical Biochemistry,
172, 330-337) y polipéptidos parecidos a la elastina (Meyer y Cholkoti, 1999, Nature Biotechnology, 17, 1112-1115).
Existen ademas muchas proteinas y dominios de proteinas que se han utilizado como acompafantes viables de
fusién que aumentan el tamafio de la proteina diana, incluida la fosfatasa alcalina (Carrier et al., 1995, Journal of
Immunological Methods, 181, 177-186), B-galactosidasa (Nielsen et al., 1988, JIMM 111, 1-9), proteina de fijacion de
la maltosa (di Guan et al., 1988, Gene, 67, 21-30), GST (glutatién S transferasa, Smith y Johnson 1988, Gene, 67,
31-40), dominio de fijacién de la celulosa (Ong et al., 1989, Bio/Technology, 7, 604-607), DsbA (Collins-Racie et al.,
1995, Bio/Technology, 13, 982-987), DsbC (Novagen), tiorredoxina y NusA (Novagen). Dichas fusiones pueden
producir un aumento de tamafio de 10-60 kDa. Dichas etiquetas pueden utilizarse solas o en combinacién con otras
alteraciones especificas para la proteina contaminante descrita a continuacion.

Otro método preferido de alteraciéon de las propiedades fisicas de proteinas hospedadoras es la modificacion de
restos especificos, cuyos métodos son muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, las propiedades electrostaticas de
una subtilisina se han modificado cambiando las cargas en superficie de la subtilisina mediante la introduccion de
multiples restos de aminoacido cargados utilizando la estructura cristalina por rayos X como guia (Egmond et al.,
1996, en Subtilisin Enzymes: Practical Protein Engineering, R. Bott y C. Betzel eds., 219-228). Marttila et al., 1998,
FEBS Letters, 441, 313-317, han producido varios mutantes con carga de avidina con pl que oscilan entre 9,4y 4,7,
en comparacion con el natural de pl de 10,5. Los mutantes se generaron sustituyendo restos basicos tales como
lisina y arginina por aminoacidos neutros o acidos basandose en datos cristalograficos conocidos junto con
alineaciones de secuencias comparativas.

Seleccionar qué restos de la superficie para mutar pueden estimularse considerando la posicién del resto con
relacion a la zona activa, al grado de exposicion al disolvente, a la interaccion potencial con otros restos de la
superficie, a la potencial solvatacion relativa de los grupos R de aminoacidos implicados, al pKa de los aminoacidos,
a la hidrofobicidad/hidrofilicidad relativa de los aminoacidos implicados, a consideraciones estructurales y estéricas
incluida la longitud relativa de los grupos R implicados.

Las mutaciones a restos especificos pueden conseguirse por métodos muy conocidos en la técnica tal como
mutagenia mediada por oligonucleétidos (Zoller y Smith, 1982, Nucleic Acid Research, 10, 6487). Para hacer
cambios en el punto isoeléctrico de una proteina es necesario mutar aminoacidos neutros a los de la carga deseada,
o cambiar restos por unos con opuestas cargas (es decir lisina/arginina por acido aspartico/glutamico. Por lo general
para aumentar el pl de la proteina deben incorporarse aminoacidos mas basicos tales como lisina y arginina en la
proteina, reemplazando aminoacidos acidos tales como acido aspartico y acido glutamico. Para disminuir el pl la
eleccion de sustituciones debe invertirse.

Alternativamente puede ser deseable reducir la hidrofobicidad de la proteina contaminante y esto puede conseguirse
sustituyendo restos hidrofobos tal como valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, triptéfano, metionina y prolina con
mas restos hidrofilos o polares tales como serina, treonina, cisteina, tirosina, acido aspartico, acido glutamico,
asparagina, glutamina, histidina, lisina o arginina. Alternativamente para aumentar la hidrofobicidad deben invertirse
las sustituciones de aminoacidos.

También es posible reducir el tamafio de la proteina contaminante identificando dominios o partes especificos de la
proteina que pueden eliminarse sin afectar la expresién proteica y opcionalmente la funcién. Estos pueden ser
dominios en el terminal N o C o bucles expuestos que pueden eliminarse para formar fusiones en el marco.
Alternativamente etiquetas de aminoacidos o dominios de proteina, tales como los descritos al principio pueden
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fusionarse a la proteina con objeto de aumentar el tamafio de la proteina contaminante para mejorar la separacion
utilizando cromatografia de exclusion por tamario.

Un experto en la materia apreciara que sea dificil predecir el efecto exacto de la sustitucion, supresion, insercion o
etiqueta en la expresion, actividad o propiedades fisicas de la proteina contaminante. El experto en la técnica
ensayara una serie de diferentes alteraciones hasta conseguir el resultado requerido. Estas pueden crearse y
ensayarse sucesivamente o en paralelo. Un experto en la técnica apreciara que el efecto puede evaluarse por
ensayos de identificacion de rutina tales como los descritos a continuacion seguidos de modificaciones adicionales si
€s necesario.

Con objeto de ensayar cada mutante la proteina alterada debe expresarse en una célula hospedadora E. coli que no
expresa la proteina inalterada. Esto puede conseguirse utilizando un hospedador E. coli que no expresa el gen, tal
como un mutante por supresion, o cultivando dicho hospedador en condiciones donde la expresion del gen esta
reprimida. La proteina contaminante alterada puede introducirse por medio de un plasmido, que producira altos
niveles de expresion de dicha proteina. Alternativamente, la proteina mutante puede ensayarse por integracion
directa del gen alterado en el genoma de E. coli, reemplazando por lo tanto el gen enddgeno.

La expresion satisfactoria de cada proteina alterada puede confirmarse por anadlisis SDS-PAGE después de la
fermentacion de E. coli. Pueden haber casos donde la proteina alterada no se exprese propiamente y estas
mutaciones deberian evitarse. Después de la expresion satisfactoria de la proteina mutada, las alteraciones en las
propiedades fisicas pueden evaluarse por cromatografia y electroforesis en gel . Por ejemplo si la alteracion
condujera a una disminucion de tamafio éste puede probarse en una columna de exclusiéon por tamafio y en SDS-
PAGE. Si la alteracién condujera a un cambio en pl éste puede probarse utilizando cromatografia de intercambio
idnico y electroforesis. Si la alteracion condujera a un cambio en hidrofobicidad éste puede probarse utilizando
cromatografia de interaccion hidréfoba y solubilidad en disolventes. Para un experto en la técnica debe ser posible
evaluar las proteinas alteradas por estos métodos en ausencia de la proteina recombinante. Opcionalmente, la
separacion del anticuerpo recombinante puede confirmarse fortaleciendo el extracto con anticuerpo recombinante
purificado antes del ensayo.

Es preferible que la funcion bioldgica de la proteina modificada de E. coli se conserve mientras que las propiedades
fisicas de la proteina se alteren. La funcionalidad del mutante puede probarse de numerosas maneras ampliamente
conocidas en la técnica dependiendo de la identidad de la proteina. Por ejemplo, la proteina mutante puede
analizarse en un analisis biolégico que demuestra su actividad biolégica si ésta se conoce por ejemplo, un analisis
enzimatico. Alternativamente el gen que codifica la proteina mutante puede utilizarse para complementar un mutante
de E. coli que carece del gen de interés seguido de analisis de la actividad biolégica o de cultivo celular. Muchos de
estos mutantes ya existen o pueden ser creados faciimente por un experto en la técnica.

Utilizando los métodos descritos anteriormente sera posible para un experto en la técnica identificar al menos un
mutante que satisface los requisitos del procedimiento de purificacion mejorado y preferiblemente sigue siendo
funcional. Preferiblemente mas de un mutante se seleccionara en esta etapa en caso de que alguno de los mutantes
tenga un efecto perjudicial sobre el crecimiento de E. coli o el rendimiento del anticuerpo recombinante una vez
integrado en el genoma. La integraciéon del gen o genes mutados seleccionados en el genoma de E. coli de tal
manera que el gen natural que esta sustituido puede conseguirse utilizando métodos muy conocidos en la técnica
(Hamilton et al., 1989, Journal of Bacteriology, 171, 4617-4622). La secuencia alterada de ADN que es
complementaria de una secuencia descubierta en el ADN gendmico de E. coli esta incluida en el vector para
transformacion. La transformacion de E. coli con este vector da como resultado la recombinacion homadloga con el
genoma y la insercion del gen alterado en lugar del gen natural.

Después de la sustitucion del gen o genes naturales por la secuencia génica modificada la célula hospedadora de E.
coli mejorada se transforma con la secuencia génica recombinante del anticuerpo deseado como en el sistema de
expresion de E. coli natural original. La célula hospedadora de E. coli se cultiva a continuacién en las mismas
condiciones que el tipo natural original y el cultivo celular y el rendimiento del anticuerpo recombinante se mide y se
compara con el tipo natural. El rendimiento de anticuerpo recombinante puede analizarse utilizando métodos
normalizados conocidos en la técnica para el anticuerpo recombinante utilizado. Por ejemplo, los fragmentos Fab de
anticuerpo pueden cuantificarse por ELISA. Preferiblemente no deberia observarse ningun efecto adverso sobre el
rendimiento del anticuerpo o el crecimiento de E. coli. De observarse efectos adversos una de las se utilizaria otras
mutaciones seleccionadas o se generarian nuevas mutaciones. Un experto en la técnica sabra que estas
mutaciones pueden ser analizadas sistematicamente o en paralelo.

Para confirmar que la(s) proteina(s) alterada(s) del hospedador no se purifica(n) ya junto con el anticuerpo
recombinante, el anticuerpo recombinante debe purificarse utilizando el procedimiento deseado y controlar la
presencia de la(s) proteina(s) del hospedador alterada(s) por ejemplo, por SDS-PAGE. La(s) proteina(s) del
hospedador alterada(s) debe comportarse como cabe esperar debido a los cambios en las propiedades fisicas y ya
no se purifican junto con el anticuerpo recombinante.

Los ejemplos siguientes se ofrecen a modo de ilustracion, y no a modo de limitacion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2541358 T3

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1. Croquis esquematico de clonacion por PCR del gen PhoS

Figura 2. SDS-PAGE al 4-12% tefiido con Coomassie de fijacion de PhoS a la columna de intercambio aniénico, pH
8,0. Las bandas 1-4 son PhoS natural, las bandas 5-8 son PhoS poliD y las bandas 9-12 son PhoS K/D poliD. Las
bandas 1, 5y 9 son carga, las bandas 2, 6 y 10 son a contracorriente y las bandas 3, 4, 7, 8, 11 y 12 son fracciones
iniciales y finales respectivamente de una etapa de etapa de eluciéon con NaCl 1 M .

Figura 3. SDS-PAGE al 4-12% tefiido con Coomassie de proteinas PhoS purificadas en un gradiente de NaCl en
sefarosa SP pH 4,5. Banda 1 PhoS natural, banda 2 PhoS poliD, banda 3 PhoS K/D poliD, banda 4 PhoS
K265/266E poliD, banda 5 PhoS K110E K318D poliD, banda 6 PhoS K110/265/266E poliD, banda 7 PhoS
K110/265/266E K318D poliD, banda 8 PhoS K265/266E K318D poliD.

Figura 4. Gel IEF al 3-10% tefiido con Coomassie de proteinas PhoS purificadas en un gradiente de NaCl en
sefarosa SP pH 4,5. Banda 1 PhoS natural, banda 2 PhoS poliD, banda 3 PhoS K/D poliD, banda 4 PhoS
K265/266E poliD, banda 5 PhoS K110E K318D poliD, banda 6 PhoS K110/265/266E poliD, banda 7 PhoS
K110/265/266E K318D poliD y banda 8 PhoS K265/266E K318D poliD.

Figura 5. Complementacion funcional induccion por carencia de phoS y PO, de actividad de fosfatasa alcalina en
una phoS y cepa natural de E. coli por proteinas PhoS natural y mutante codificadas por plasmido.

Figura 6. Cultivo de DPH3 y produccion de Fab' por fermentacién de DPHS3 E. coli.

Figura 7. SDS-PAGE al 4-12% tefiido con Coomassie de fracciones de columna de intercambio catiénico procedente
de la purificacion de Fab' de W3110 y DPH3 en sefarosa SP a pH 5,0 y 3,0 mS/cm. Banda 1 DPH3 a contracorriente,
banda 2 DPH3 eluida con NaCl 200 mM, banda 3 W3110 a contracorriente, banda 4 W3110 eluida con NaCl 200
mM, banda 5 PhoS natural, banda 6 PhoS poliD, banda 7 Fab'.

Figura 8. Fracciones de la columna de intercambio aniénico procedentes de Poros HQ a pH 8,0 de Fab' producido
en DPH3 o W3110 procedente de fracciones de la columna de intercambio catidnico. SDS-PAGE al 4-12% tefido
con Coomassie. Eluido de intercambio catiénico DPH3 aplicado a la columna de intercambio aniénico y recogido a
contracorriente (banda 1) o eluido (banda 2). Eluido de intercambio catiénico DPH3 aplicado a la columna de
intercambio anidnico y recogido a contracorriente (banda 3) o eluido (banda 4). Eluido de intercambio catidnico
W3110 aplicado a la columna de intercambio anidnico y recogido a contracorriente (banda 5) o eluido (banda 6).
Flujo a contracorriente de intercambio cationico DPH3 aplicado a la columna de intercambio aniénico y recogido a
contracorriente (banda 7) o eluido (banda 8). Banda 9 PhoS natural, banda 10 PhoS poliD y banda 11 Fab'.

Figura 9. Gel de SDS-PAGE al 4-12% tefiido con Coomassie comparacion el rendimiento de PhoS mutante
procedente de las cepas DPH1, DPH2 y DPH3 durante la purificacion por intercambio catiénico de Fab 'B a pH 5,0.
Banda 1 Carga de DPH1, banda 2 DPH1 FT, banda 3 eluido de DPH1, banda 4 carga de DPH2, banda 5 DPH2 FT,
banda 6 eluido de DPH2, banda 7 carga de DPH3, banda 8 DPH3 FT, banda 9 eluido de DPH3, banda 10 carga de
W3110, banda 11 W3110 FT, banda 12 eluido de W3110, banda 13 PhoS poliD, banda 14 Fab'

Figura 10. Inmunotransferencias de anti-PhoS y anti-Fd de SDS-PAGE al 4-12% comparacion el rendimiento de
PhoS mutante procedente de las cepas DPH1, DPH2 y DPH3 durante la purificacion por intercambio catiénico de
Fab'B a pH 5,0.

Figura 11. Gel de SDS-PAGE al 4-12% tefiido con Coomassie comparando el rendimiento de PhoS mutante
procedente de las cepas DPH1, DPH2 y DPH3 durante la purificacion por intercambio catiénico de Fab 'B a pH 5,5.

Figura 12. Inmunotransferencias de anti-PhoS y anti-Fd de SDS-PAGE al 4-12% comparando el rendimiento de
PhoS mutante procedente de las cepas DPH1, DPH2 y DPH3 durante la purificacion por intercambio catiénico de
Fab'-B a pH 5,5.

Figura 13. Gel de SDS-PAGE al 4-12% tefiido con Coomassie comparando el rendimiento de PhoS mutante
procedente de las cepas DPH1, DPH2 y DPH3 durante la purificacion por intercambio cationico de Fab'B a pH 6,0.

Figura 14. Inmunotransferencias de anti-PhoS y anti-Fd de SDS-PAGE al 4-12% comparando el rendimiento de
PhoS mutante procedente de las cepas DPH1, DPH2 y DPH3 durante la purificacion por intercambio catiénico de
Fab'B a pH 6,0.

Ejemplos
Pacientes y Métodos
Manipulaciones del ADN

Se utilizaron procedimientos normalizados manipulaciones para las generales del ADN. Las enzimas de restriccion
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fueron de Boehringer Mannheim y la Taq polimerasa fue de Roche excepto para Precision Plus que fue de
Stratagene. Los preparados de plasmido se llevaron a cabo utilizando kits de Qiagen como por las instrucciones de
los fabricantes. Los oligonucleétidos fueron de Sigma-Genosys Ltd.,, Pampisford, U.K. La secuencia del
oligonucledtido y las zonas codificadas del producto de PCR se confirmaron por secuenciacion de ambas cadenas
utilizando el kit de secuenciacion de ciclo 'PRISM Big Dye' y un secuenciador ABI PRISM-3100 que utiliza el
programa informatico Genetic Analyzer. La cepa XL1Blue MRF' Kan supercompetente de E. coli (Stratagene) se
utilizé para todas las manipulaciones del ADN. La W3110 natural de E. coli (ATCC ref. 27325) se volvio competente
para electroporacién lavando y concentrando tres veces en glicerol al 10% (v/v) estéril enfriado con hielo para
electroporacion utilizando un Gene Pulser de BioRad con maquina de control de impulsos a 2.000 V, 25 mS y 200 Q.

Se cultivé una colonia W3110 aislada reciente en 100 ml de medio 2xPY a 37°C hasta que la DOgqo alcanzé 10,5 -
0,8. Posteriormente el cultivo se enfri6 en hielo durante 15 minutos antes de sedimentar las células en tubos de
centrifugadora enfriados con hielo a 4°C a 4.000 g durante 10 minutos. El sedimento celular se volvié a poner en
suspension, se lavo y se volvio a sedimentar 3 veces en glicerol al 10% (v/v) enfriado con hielo compuesto en agua
desionizada estéril. Después de la etapa de sedimentacién final el sedimento celular se volvi6 a poner en
suspension en un volumen final de 10 ml de glicerol al 10% (v/v) enfriado con hielo compuesto en agua desionizada
estéril. Las células se utilizaron inmediatamente o se congelaron en N liquido y se almacenaron a "70°C.

Complejo bacteriano y medio exento de fosfato.

Se utilizé 'medio PhoS' para todo el cultivo general de E. coli, preparados de plasmido y experimentos de expresion
de PhoS con objeto de proporcionar un PO4 y medio rico en péptidos para reprimir el regulon pho ('medio PhoS' =
triptona al 1% (p/v), extracto de levadura al 0,5% (p/v), KH2PO4 al 0,3% (p/v), K2HPO4 al 0,7% (p/v), NaCl al 0,5%
(p/v) y casaminoacidos al 0,5% (p/v) de DIFCO). El medio definido como 'exento de PO,4' era el medio MOPS
descrito por Neidhardt et al., 1974 Journal of Bacteriology, 119, 736-747 enriquecido con glucosa al 0,5% (p/v),
casaminodcidos al 0,5% (p/v) y tiamina 1 mM. Se cultivaron células destinadas a episodios de integracion utilizando
2 x PY (agar-agar al 2% (p/v), fitona al 1% (p/v), extracto de levadura al 0,5% (p/v), NaCl al 0,5% (p/v) y se
prepararon a pH 7,0 con NaOH 1 M). Los medios se enriquecieron con agar-agar al 3% (p/v), carbenicilina a
200 pg/ml o cloranfenicol a 20 pg/ml IPTG a 200 uM y XP a 40 pg/ml segun convenga.

Montaje de Fab' por ELISA.

Se recubrieron placas ELISA durante la noche a 4°C con HP6045 a 2 ugml” en PBS (HP6045, anti-IgG humana Pan
Fd (CH1{) monoclonal 1gG2a de ratdon, se obtuvo a partir del hibridoma HP6045 en ATCC. Se recubrid
inmunoglobulina procedente del sobrenadante del cultivo por purificacion de la proteina A, y se eliminaron restos de
IgG bovina en una columna con anti-lgG bovina en oveja). Después de lavar 4 veces con dH;0, se llevaron a cabo
diluciones %z en serie de muestras y patrones en la placa en 100 pl de muestra/tampén de conjugado (Tris/Cl 100mm
pH 7, NaCl 100 mM, caseina al 0,2% (p/v), Tween 20 al 0,0002% (v/v)), y la placa se agité a 250 r.p.m., temperatura
ambiente durante 1 hora. Después de lavar 4 veces con dH0, se afiadié 100 ul del anticuerpo GD12 revelador, HRP
conjugd cadenas kappa anti humanas de F(ab'), (The Binding Site, Birmingham, U.K.) , se diluyd 1/1000 en
muestra/tampén de conjugado y la placa se agité a 200 r.p.m., a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de
lavar 4 veces con dH.0, se afadié 100 ul de sustrato de 3-3'-5-5' tetrametilbenzidina (TMB) (acetato/citrato sédico
0,1 M pH 6, 100 pg/ml de TMB, H2O, al 0,01% (v/v)) y se registraron las As3o utilizando un lector de placa
automatizado. La concentracion de Fab' en los extractos periplasmicos se calculé por comparacion con los patrones
purificados de Fab' del isotipo apropiado.

Clonacion del gen PhoS.

El gen PhoS natural junto con (1700 pb de la secuencia cromosémica en 3' se clon6 por PCR utilizando W3110 E
.coli como plantilla como fragmento de restriccion Dra I-BstB | en pSK-(Stratagene). Con objeto de facilitar el hacer
cambios en el terminal C de PhoS se hicieron cambios de tres pares de bases solo 3' al codén de terminacion del
gen PhoS para incorporar una nueva secuencia Hind lll (véase la figura 1 para croquis esquematico). Después de
hacer cambios en el gen PhoS y probar en estos cambios el rendimiento cromatografico de la proteina PhoS, los
montajes génicos finales se transportaron como fragmentos Sal I-BamH | en pKO3 para recombinacion en el
cromosoma de E. coli. La secuencia para el gen PhoS y su secuencia genémica circundante se encontraron en la
bibliografia y bases de dats publicas (Surin et al., 1984 y Blattner et al., 1997).

Construccion de genes que codifican proteinas PhoS mutantes

Utilizando W3110 como plantilla la secuencia codificadora de PhoS junto con alguna secuencia genémica en 3' se
cloné en dos partes por PCR utilizando Taq polimerasa. Los oligonucledtidos utilizados para esto se muestran en la
Tabla 1. Se cambiaron tres pares de bases inmediatamente después del coddn de terminacion utilizando mutagenia
por PCR para codificar una secuencia de Hind Ill. Por consiguiente la zona codificadora de PhoS, incluidos algunos
cambios en el extremo 3' del gen podria clonarse como fragmentos de restriccion Dra |-Hind 1l en el plasmido pSK
restringido por Sma I-Hindlll. Los cambios hechos en el extremo 3' del gen PhoS comprenden zonas codificadoras
que codifican acidos poli(hexa) aspartico y acidos poli(hexa) asparticos con un cambio de K318D.

Se llevaron a cabo mutaciones en restos de la superficie utilizando PCR mutagénica dirigida a oligonucleétidos que
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utiliza oligos (mostrado en la Tabla 1) que abarcaba secuencias de restriccion Gtiles como se muestra en la figura 1.
Por consiguiente mediante la utilizacion de PCR y clonacién con restriccion es posible construir y mezclar estas
mutaciones.

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para construccion, mutagenia, secuenciacion e identificacion de genes PhoS.

Tipo de oligonucledtido Secuencias de oligonucledtidos Seq.
id.
n°:

A) PhoS clonacién de Dra | (directa)

oligonucledtidos
GTAATTGACTGAATATCAACG 1

Hind 11l (directa)

CTGTACTAATAAGCTTCCAGGCCGGGTACGGTGTTTTACGC 2
C .

Hind 1l (inversa) 1
CGGCCTGGAAGCTTATTAGTACAGCGGCTTACCGCTACTGT 4
Cc

BstBI (inversa)
CCGACTCTTTCATCATCACCGGGG 5

Poli D (inversa)

CGGCCTGGAAGCTTATTAATCGTCATCGTCATCGTCGTACA 6
GCGGCTTACCGCTACTGTC

K/D + Poli D (inversa)
CGGCCTGGAAGCTTATTAATCGTCATCGTCATCGTCGTACA 7

GCGGGTCCCCGCTACTGTCTTTAATATTGGTC
Null PhoS (directa)

CGCCGCGACCTTATCGATGAGTGCTTAATAAGTGATTGAAG
AAGCAAGCCTGACAGGTGCAGG

B) Secuenciacion de Seq 1 (directa)
oligonucledidos GCGTTCGTTCAGCGTCTGCCGGG 8
Seq 2 (inversa)
CTGCTTCGCGTAAGCATATTC 9
Seq 3 (directa)
CCAATATTAAAGACAGTAGCGG 10
Seq 4 (inversa)
CATTTTGTAATGCCGGATGCGGCG 11
Seq 5 (directa)
CTGAGCTTGCGCCTGGCTGGC 12
Seq 6 (inversa)

GCTGCCAGCAGCTCAATGGCG 13

C) Identificacion de oligonucleétidos | PoliD screen (directa)

TACGACGATGACGATGACGATTAA 14
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Tipo de oligonucledtido

Secuencias de oligonucleotidos

Seq.
id.

PhoS stop screen (directa)

GCTTAATAAGTGATTGAAGAA

15

D) Mutagenia de la superficie de
oligonucledtidos

PhoS BspE | K107E (directa)

CTGAAGTCCGGAGAACTGGTGCTGGATGGTAAAACCCTCGGCGAL
ATCTACCTGGGCGAAATCAAGAAGTGGGATGATGAAGCCATCGCC

PhoS BspE | K107/109/110E (directa)

CTGAAGTCCGGAGAACTGGTGCTGGATGGTAAAACCCTCGGCGAQ
ATCTACCTGGGCGAAATCGAAGAATGGGATGATGAAGCCATCGCC

PhoS BspE | K109E (directa)

CTGAAGTCCGGAGAACTGGTGCTGGATGGTAAAACCCTCGGCGAQ
ATCTACCTGGGCAAAATCGAAAAGTGGGATGATGAAGCCATCGCC

PhoS BspE | K109/110E (directa)

CTGAAGTCCGGAGAACTGGTGCTGGATGGTAAAACCCTCGGCGAC
ATCTACCTGGGCAAAATCGAAGAATGGGATGATGAAGCCATCGCC

(PhoS BspE | K110E(directa)

CTGAAGTCCGGAGAACTGGTGCTGGATGGTAAAACCCTCGGCGAC
ATCTACCTGGGCAAAATCAAGGAATGGGATGATGAAGCCATCGCC

PhoS EcoR | K275E (directa)
GTGCTGGAATTCTTCGACTGGGCGTACAAAACC
PhoS Nsi | K262/265/266E (directa)

GAAGATGCATGGCCTATTACCTCTACCACGTTCATTCTGATCCACG
AAGATCAGGAAGAACCAGAACAAGGCACAGAAGTGCTG

PhoS Nsi | K262/265E (directa)

GAAGATGCATGGCCTATTACCTCTACCACGTTCATTCTGATCCACG
AAGATCAGGAAAAACCAGAACAAGGCACAGAAGTGCTG

PhoS Nsi | K262/266E (directa)

GAAGATGCATGGCCTATTACCTCTACCACGTTCATTCTGATCCACG
AAGATCAGAAGGAACCAGAACAAGGCACAGAAGTGCTG

PhoS Nsi | K262E (directa)

GAAGATGCATGGCCTATTACCTCTACCACGTTCATTCTGATCCACG
AAGATCAGAAGAAACCAGAACAAGGCACAGAAGTGCTG

PhoS Nsi | K265/266E (directa)

GAAGATGCATGGCCTATTACCTCTACCACGTTCATTCTGATCCACA
AAGATCAGGAAGAACCAGAACAAGGCACAGAAGTGCTG

PhoS Nsi | K265E (directa)

GAAGATGCATGGCCTATTACCTCTACCACGTTCATTCTGATCCACA
AAGATCAGGAAAAACCAGAACAAGGCACAGAAGTGCTG

PhoS Nsi | K266E (directa)
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Tipo de oligonucledtido Secuencias de oligonucledtidos Seq.
id.

GAAGATGCATGGCCTATTACCTCTACCACGTTCATTCTGATCCACA |28
AAGATCAGAAGGAACCAGAACAAGGCACAGAAGTGCTG

PhoS BspE | (inversa)
CAGTTCTCCGGACTTCAGCCCTGGAATGTTAACCGC 29
PhoS EcoR | K275E (reverse)
GTCGAAGAATTCCAGCACTTCTGTGCCTTGTTCTGG 30
PhoS Hind Il K309/313/318E (inversa)

CGATAAGCTTATTAATCGTCATCGTCATCGTCGTACAGCGGTTCAC| 31
CGCTACTGTCTTCAATATTGGTTTCCCACGCAGCGCGAACCTGTTQ

AAC

Construccioén de plasmidos de recombinacion integrantes del mutante PhoS.

La eficiencia de la recombinacion homoéloga dirigida de genes mutados en el cromosoma de E. coli aumenta si
existen zonas contiguas de 100% de identidad de secuencia en ambas caras de la secuencia insertada. La longitud
de estas zonas contiguas normalmente es del orden de 200-1000 pb (Hamilton et al., 1989, Journal of Bacteriology,
171, 4617-4622). Aproximadamente 700 pb de secuencia cromosdmica en 3' para los cambios mutagénicos se cloné
por PCR en virtud de una secuencia introducida de Hind Ill y una secuencia de BstB | innata. Este fragmento Hind
[11-BstB | se clond en el pSK restringido por Hind 1lI-Cla I.

Después de la construccion y pruebas de todos los mutantes de PhoS expresados en pSK-, todos los genes PhoS
finales de interés tenian la zona cromosdmica contigua a 3' descrita anteriormente clonada detras mediante
desplazamiento del fragmento Hind Ill-Xho | de 676 pb de la zona cromosdmica contigua a 3' en los plasmidos de
expresion de PhoS asimismo restringidos. El casete de integracion de PhoS se desplazé como un fragmento de
restriccion BamH 1-Sal | de 1852 pb asimismo en el plasmido pKO3 de recombinacion/sustitucion homologa
restringido (Link et al., 1997, Journal of Bacteriology, 179, 6228-6237).

Construccion de sustituciones cromosémicas del gen PhoS en W3110.

Se utilizé el plasmido pKO3 (Link et al., 1997) para generar sustituciones génicas de cromosomas sin marcadores.
El plasmido utiliza el mutante sensible a la temperatura del pSC101 origen de replicacion junto con un marcador de
cloranfenicol para forzar y seleccionar episodios de integracién cromosémica. El gen sacB que codifica
levansacarasa es letal para el cultivo de E. coli en sacarosa y por consiguiente (junto con el marcador de
cloranfenicol y origen del pSC101) se utiliza para forzar y seleccionar episodios de desintegracién y curado de
plasmidos. Esta metodologia se ha descrito anteriormente (Hamilton et al., 1989, Journal of Bacteriology, 171, 4617-
4622 y Blomfield et al., 1991, Molecular Microbiology, 5, 1447-1457).

Utilizacion del plasmido de integracion pKO3

Dia 1 Se mezclaron 100 ul de células de E. coli con 3 ul de ADN pKO3 en una cubeta de electroporacién de BioRad
refrigerada antes de la electroporacion a 2.500 V, 25 pyF y 200 Q. Se afadieron inmediatamente 900 pl de 2xPY, las
células se recuperaron por agitacion a 250 rpm en una incubadora a 30°C durante 1 hora. Las células se diluyeron
1/10 en serie en 2xPY antes de que se colocaran en placas alicuotas de 100 pl sobre placas con 2xPY agar-agar
que contenian cloranfenicol a 20 pug/ml precalentado a 30°C y 43°C. Las placas se incubaron durante la noche a
30°C y 43°C.

Dia 2 El nimero de colonias cultivadas a 30°C dio una estimacién de la eficiencia de electroporacién mientras que
las colonias que sobreviven el cultivo a 43°C representan potenciales episodios de integracion. Se seleccionaron
colonias aisladas de la placa a 43°C y se volvieron a poner en suspension en 10 ml de 2xPY. Se sembraron 100 pl
de esta suspension sobre placas 2xPY con agar-agar que contenian de sacarosa al 5% (p/v) precalentada a 30°C
para generar colonias aisladas. Las placas se incubaron durante la noche a 30°C. Dia 3 Las colonias aqui
representan potenciales episodios simultaneos de desintegracion y curado de plasmidos. Si los episodios de
desintegracion y curado ocurrian al principio del cultivo, entonces la mayor parte de la masa de la colonia sera
clonal. Se seleccionaron colonias aisladas y se sembraron en placas por duplicado sobre 2xPY agar-agar que
contenia ya sea 20 pug/ml de cloranfenicol o sacarosa al 5% (p/v). Las placas se incubaron durante la noche a 30°C.

Dia 4 Las colonias que se desarrollan en sacarosa y mueren en cloranfenicol representan potenciales episodios de
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sustitucion cromosémica y curado de plasmidos. Estas se seleccionaron y detectaron de forma sistematica por RCP
con un oligonucledtido especifico para mutaciones. Las colonias que generaban una banda positiva a RCP del
tamafio correcto se desestimaban para producir colonias aisladas en 2xPY agar-agar que contenia sacarosa al 5%
(p/v)y las placas se incubaron durante la noche a 30°C.

Dia 5 Se utilizaron colonias aisladas de E. coli positivas a RCP, sensibles a cloranfenicol y resistentes a sacarosa
para preparar soluciones madre de glicerol, células quimicamente competentes y actuaron como plantillas de RCP
para una reaccion de RCP con oligos en los extremos 5'y 3' para generar productos de RCP para secuenciacion
directa de ADN utilizando Precision plus polimerasa.

Ensayos de complementacion de PhoS.

Las cepas de PhoS tal como ANCC75 (Amemura et al., 1982, Journal of Bacteriology, 152, 692-701) expresan
constitutivamente la fosfatasa alcalina (FA) debido a una desconexidon en sus capacidades de deteccion y
antioxidante de PO4. Es posible complementar la lesion de phoS con un gen PhoS expresado en el plasmido y la
complementacion puede detectarse utilizando sustratos cromdgenos para la fosfatasa alcalina tales como 5-bromo-
4-cloro-3-indolil-fosfato (XP), o para-nitrofenil-fosfato (pNPP), ensayar la actividad de FA en placas de agar-agar o
en medio liquido respectivamente. Para placas con agar-agar se incluia 40 yg/ml de XP junto con isopropil-3-D-
tiogalactopirandésido (IPTG) 200 uM y antibiético y a continuacion las colonias se cultivaron durante la noche a 37°C.
Para el ensayo de FA en medio liquido se prepararon muestras de 10-100 pl de cultivo inducido con una DOgg de
11,0 hasta 1 ml con Tris.Cl 1,5 M pH 8,0 que contenian 25 pl de SDS al 0,1% (p/v) y 50 pl de cloroformo, mezclado
por agitacion intensa durante 5 s y preincubado a 30°C durante 5 minutos. El ensayo se inici6 afiadiendo y
mezclando por inversion 200 pl de pNPP 15 mM e interrumpiendo después de 10 minutos por adicion y mezclado
por inversion 200 pl de KH2PO4 1 M. El ensayo se llevo a cabo a 30°C. Después de la sedimentacion de las células
en una microcentrifugadora se midié la absorbancia del sobrenadante a 420 nm con relaciéon a un blanco. Una
unidad actividad de de fosfatasa alcalina se definié como AA42DOg00 ' min™.

Calculos del P.M. y pl tedricos.
Los calculos de los parametros tedricos se hicieron todos con el programa informatico MacVector.
Espectrometria de masas

La masa molecular de Fab" se determiné utilizando el espectrémetro de triple cuadrupolo Micromass Ultima en modo
de ionizacién por electroatomizacion de iones positivos. Se desalaron muestras de Fab" para eliminar Tris mediante
multiples intercambios de volumen con acetato aménico 10 mM empleando concentradores Microcon con un tamafio
limite de membrana de 10 kDa (Amicon, G.B.).

Cromatografia de intercambio catidnico

Los sedimentos celulares del matraz en el agitador y de fermentacion se volvieron a poner en suspension en Tris.Cl
100 mM/EDTA 10 mM pH 7,4 a 30 DOgoo/ml de volumen de cultivo original respectivamente y se agitaron durante la
noche a 30 o 60°C. Después de la centrifugacion a 4.000 g durante 10 minutos para eliminar los desechos celulares
se ajustd el sobrenadante con acido acético 1 M para llevar su pH por debajo del del tampon en el experimento de
purificacion (normalmente pH 4,5, 5,0 0 6,0) y a continuacion se diluyé con dH.O hasta que la conductividad fue <3,5
mScm™. Después de la recomprobacion del pH, el extracto periplasmico se clarificd por centrifugacion a 20.000 g
durante 10 minutos seguido de filtracion a través de una membrana de 0,2 pm.

Una columna con 5 ml de sefarosa SP (Pharmacia) introducida en tampones de acetato sddico (NaAc) se utilizoé de
principio a fin a un caudal de 1 miI/min utilizando un P500 FPLC de Pharmacia con el programa informatico director
FPLC y una probeta de carga de muestras de 10 ml. Para todos los montajes de PhoS y Fab" se utilizé el régimen
de elucidn basica siguiente: el equilibrado de la columna se completé con 1 ml de tampdn de equilibrado, 9 ml de
muestra se cargaron y a continuacion se eluyé con a 70ml (~14 voliumenes de columna) gradiente de NaCl de 0-200
mM en NaAc, la columna se lavé con 7 ml de NaCl 1 M en NaAc y a continuacion se reequilibré con 13 ml de
tampon de carga (NaAc). Se anoté el tiempo y la conductividad del punto de elucién controlado por Azs y se
recogieron manualmente fracciones.

Cromatografia de intercambio anionico

Una columna Poros HQ de 2,5 ml (PerSeptive Biosystems) introducida en Tris.Cl 20 mM pH 8.0 se utilizé de
principio a fin. Muestras procedentes del intercambio catiénico se intercambiaron por tampoén Tris.Cl en 20 mM pH
8.0 antes de su uso. El equilibrado de la columna se completdé con un lavado con 1 ml, se cargaron 9 ml de muestra,
seguido de una etapa de lavado de 10,9 ml y a continuacion se eluyé con 3,9ml de NaCl 1 M en Tris.Cl 20 mM pH
8,0 y a continuacion se reequilibr6 con 10 ml de tampon de carga (Tris.Cl 20 mM pH 8,0). Se controlaron las
fracciones proteicas por Axgo Yy as fracciones se recogieron manualmente.
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Geles de SDS-PAGE, inmunotransferencia e IEF

Los geles de SDS-PAGE eran geles NUPAGE al 4-12% de Invitrogen introducidos en tampon MES utilizando
patrones SeeBlue2. Estaban ya sea tefidos con Coomassie o las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF
utilizando 2x tampdn Towbin. Los geles de IEF eran geles de placa vertical de IEF pH 3-10 de Invitrogen que utilizan
patrones Serva pl 3-10, tefiidos con Coomassie. Después de destefiir los gels se exploraron y/o se secaron entre
membranas de celulosa.

Ejemplo 1

Examen del procedimiento de purificacion de un fragmento de anticuerpo Fab' para identificar mejoras que podrian
hacerse alterando proteinas hospedadoras.

Los fragmentos Fab' expresados en E. coli se purificaron rutinariamente en extractos periplasmicos utilizando tres
etapas cromatograficas. La primera etapa fue intercambio catidnico a pH 4,5 durante la cual el fragmento de
anticuerpo Fab' se fija a la columna de intercambio catiénico. El fragmento Fab' se eluyé del intercambio catiénico y
a continuacion se introdujo en el intercambio anidnico a pH 8. El fragmento Fab' no se fija en el intercambio aniénico
a este pH e se recogid en el flujo a contracorriente. Durante esta etapa la mayoria de las proteinas de E. coli que
permanecen y la endotoxina se fijaron a la columna de intercambio anidnico y se eliminaron del preparado de Fab'.
Una etapa final, cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) se necesitd para eliminar una unica proteina
abundante de E. coli que se purificd por ambas etapas de intercambio iénico, como se determina por SDS-PAGE.

Era evidente a partir del examen de este procedimiento de purificacion que seria deseable eliminar esta etapa final
de HIC ya que esto aceleraria el proceso de purificacion y daria lugar a considerables ahorros de coste tanto en
materiales como en trabajo. El ahorro de coste estimado para eliminar esta Unica etapa era del 15% sobre una base
de Fab' molar. Para conseguir esto seria necesario alterar las propiedades fisicas de la proteina contaminante de E.
coli de tal manera que ya no se purificaba junto con el Fab' en intercambio idnico y por consiguiente la etapa de HIC
ya no seria necesaria. Esto podria conseguirse alterando el pl de la proteina de tal manera que ya no se fija tampoco
a la columna de intercambio catidnico o eluye de esta columna a una concentracion salina diferente de la del Fab'.
Esta proteina contaminante se identific6 después como proteina de fijacion al fosfato (PhoS/PstS) (Ejemplo 2).

Otra mejora potencial se identificé tras el examen de un gel para SDS-PAGE de todas las proteinas que se fijan a la
columna de intercambio catiénico. Esto puso de manifiesto que existian varias otras proteinas hospedadoras
abundantes que se habian fijado a la columna. La eliminacion de estas proteinas aumentaria considerablemente la
capacidad de la columna para fijar Fab' y por consiguiente conduciria a ahorros de costes debido a tamafos de
columna reducidos y a la velocidad de purificacion. Para conseguir esto seria necesario alterar el pl de las proteinas
contaminantes de tal manera que ya no se filen a la columna de intercambio cationico. Estas proteinas
contaminantes fueron identificadas después como proteina de fijacion de dipéptido (DppA), proteina de fijacion de
maltosa (MBP), Tiorredoxina y una hipotética proteina de 24 kDa (Ejemplo 2).

Ejemplo 2
Identificacion de las proteinas contaminantes seleccionadas en el ejemplo 1

Una fraccion periplasmica producida a partir de una fermentacion normal de W3110 de E. coli se extrajo durante la
noche a 30°C en Tris.Cl 100 mM EDTA 10mM pH 8,0. Después de la centrifugacion el sobrenadante se diluy6 con
H.O y acido acético hasta que su pH fue < 4,5 y su conductividad fue < 3,5 mS cm™. Esta se cargo en una columna
de intercambio catiénico de manera normal. Después del lavado se eluyeron las proteinas fijadas. El Fab' y sus
fragmentos se eliminaron pasando el eluido por una columna con proteina G dos veces y proteina L una vez y a
continuacion el eludo exento de Fab' se concentré con una célula agitada en Amicon con membrana de 10 kDa de
umbral. Se demostré que todos estos péptidos relacionados con Fab' habian sido eliminados eficazmente con
inmunotransferencia anti-kappa y anti-CH1, ELISA sandwich y HPLC. La muestra concentrada se analizé utilizando
geles de SDS-PAGE al 4-12% tefiidos con Coomassie. Se transfirieron geles idénticos a la membrana de PVDF, se
tiferon con Ponceau$S para mostrar la posicion de las bandas que se escindieron con un bisturi limpio. Las proteinas
se sometieron a secuenciacion en el terminal N y los resultados se utilizaron para cuestionar a SwissProt. Los
resultados se muestran a continuacion.

Muestra de proteina Proteina identificada SwissProt
Banda 1 Proteina de fijacion de dipéptido, DppA P23847
Banda 2 Proteina de fijacion de dipéptido, DppA P23847
Banda 3 Proteina de fijacion de maltosa, MBP P02928
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Muestra de proteina Proteina identificada SwissProt
Banda 4 Proteina de fijacion de fosfato, PhoS / PstS P06128
Banda 5 Proteina hipotética de 24 kDa P45390
22 secuencia de proteina de fijacion de molibdato P37329
Banda 6 Tiorredoxina P00274
22 secuencia de proteina hipotética de 12,5 kDa P76258
Ejemplo 3

Creacion y experimentacion de proteinas PhoS con colas poliidnicas en el terminal C
Efecto de las colas poliiénicas en el terminal C sobre la purificacién por intercambio catiénico a pH 4,5

Inicialmente se clonaron 3 versiones de PhoS y se ensay6 la expresion en E. coli 'y la purificacion por intercambio
catidnico: PhoS natural (wtPhoS), una PhoS con 6 acidos asparticos en el terminal C (PhoS poliD), y una PhoS con
6 acidos asparticos en el terminal C junto con una mutacién adyacente a K318D (PhoS K/D poliD). Las tres se
expresaron bien en matraces de agitacion segun se estima por tincion con Coomassie de SDS-PAGE de los
extractos periplasmicos en bruto con pH ajustado. El resumen de detalles tales como plasmido, denominacién de
proteinas, peso molecular, pl estimado, pl medido y curva de elucion con NaCl a pH 4,5 procedente de la columna
de intercambio catidnico se muestran en la Tabla 2.

La adicion de la cola poliD motivo que la proteina PhoS eluya ~20% antes en un gradiente salino con relacion a la
proteina natural, en NaCl 103 mM. Sin embargo el efecto deseado de la proteina de no fijarse en absoluto a la
columna de sefarosa SP a pH 4,5 no se habia conseguido. Habian algunas pruebas de que la mutacion adicional de
la superficie de K318D (que esta muy cerca de la terminal C) tenia una ventaja adicional sobre el rendimiento del
intercambio catiénico por encima del de la etiqueta poliD sola.

Efecto de una cola poliD del terminal C sobre la purificacién por intercambio aniénico a pH 8,0.

Se simularon extractos periplasmicos por mezcla de muestras a contracorriente y elucion procedentes de
experimentos de intercambio catidnico y tampdn intercambiado a Tris.Cl 20 mM pH 8,0. Muestras de PhoS natural,
PhoS poliD y PhoS K/D poliD se introdujeron en una columna pequefia de intercambio aniénico Poros HQ. Los
resultados mostrados en la figura 2 demuestran que aunque la proteina natural PhoS no se fija a la columna a este
pH tanto las versiones poliD como K318D poliD de PhoS se fijan. Por consiguiente en estas condiciones es probable
que ademas de los cambios de pl que han ocurrido debido a la presencia de la etiqueta poliD, la propia etiqueta
puede ser que actie como una 'cola por afinidad' en estas condiciones.
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Tabla 2. Detalles de todas las proteinas PhoS y sus plasmidos

Proteina Plasmido |Mutaciones en proteinas |P.M. (Da)|P.M. (Da)|pl calculado |pl IEF | Eluciéon calculada de
PhoS teorico medido NaCl de sefarosa
SP pH 4,5
PhoS pDPH186 |Ninguna 34418,80 |34422,4 (6,97 ~7,20 {103 mM
natural +0,0
PhoS poliD |pDPH187 |Cola hexa-Asp en terminal |35109,27 [35112,4 (4,89 -5,10 |83 mM
C +0,3
PhoS K/D|pDPH188 |Cola Hexa-Asp y K318D |35096,21 |[35101,5 (4,72 ~4,90 |77 mM
poli D +0,3
PhoS pDPH191 |Cola hexa-Asp en terminal |35112,21 ND 4,52 ND No mensurable (sin
K107/109/1 C 'y mutaciones en expresion/
10E superficie triples de recuperacion  tras
K107/109/110 E del pH)
PhoS pDPH192 |Cola hexa-Asp en terminal|35110,24 [ND 4,73 ND 100 mM (expresion/
K275E C y mutacion en superficie recuperacion
de K275E reducida tras pH)
PhoS pDPH193 |Cola hexa-Asp en terminal|35112,20 [ND 4,52 ND |33 mM (expresion /
K262/265/2 C 'y mutaciones en recuperacion
66E superficie de reducida tras pH
K262/265/266 E
PhoS pDPH194 |Cola hexa-Asp en terminal|35114,16 |[ND 4,36 ND 73 mM
K309/313/3 C 'y mutaciones en
18E superficie de
K309/313/318 E
PhoS pDPH195 |Cola hexa-Asp en terminal|35119,06 [ND 4,07 ND |55 mM (poca
K262/265/2 C 'y mutaciones en expresion/
66/ 275E superficie de recuperacion  tras
K262/265/266 E y K275E pH)
PhoS pDPH196 |Cola hexa-Asp en terminal|35099,15 [ND 4,42 ND (46 mM (expresion/
K262/265/2 C 'y mutaciones en recuperacion
66E, superficie de reducida tras pH)
K318D K262/265/266 E y K318D
PhoS pDPH198 |Cola hexa-Asp en terminal|35110,25 |[ND 4,73 ND |70 mM (poca
K107E C y mutacion en superficie expresion/
de K107E recuperacion  tras
pH)
PhoS pDPH199 |Cola hexa-Asp en terminal|35110,25 |[ND 473 ND 52 mM
K109E C y mutacion en superficie
de K275E
PhoS pDPH200 |Cola hexa-Asp en terminal|35110,25 [ND 473 ND 55 mM
K110E C y mutacion en superficie
de K110E
PhoS pDPH201 |Cola hexa-Asp en terminal|35111,23 [ND 4,61 ND No mensurable (sin
K109/110E C 'y mutaciones en expresion/
superficie de K109/110E recuperacion  tras
pH)
PhoS pDPH202 |Cola hexa-Asp en terminal|35110,25 [ND 473 ND 68 mM
K262E C y mutacion en superficie
de K262E
PhoS pDPH203 |Cola hexa-Asp en terminal|35110,25 [ND 473 ND 60 mM
K265E C y mutacion en superficie
de K265E
PhoS pDPH204 |Cola hexa-Asp en terminal|35110,25 [ND 473 ND 58mM
K266E C y mutacion en superficie

de K266E
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Proteina Plasmido |Mutaciones en proteinas |P.M. (Da)|P.M. (Da)|pl calculado |pl IEF | Elucion calculada de
PhoS tedrico medido NaCl de sefarosa
SP pH 4,5
PhoS pDPH205 |Cola hexa-Asp en terminal|35111,22 [ND 4,61 ND |57 mM (expresion/
K262/265E C 'y mutaciones en recuperacion
superficie de K262/265E reducida tras pH)
PhoS pDPH206 |Cola hexa-Asp en terminal|35111,22 [ND 4,61 ND |57 mM (expresion/
K262/266E C 'y mutaciones en recuperacion
superficie de K262/266E reducida tras pH)
PhoS pDPH207 |Cola hexa-Asp en terminal{35111,22 (35113 (4,61 ~4.,80 |38 mM
K265/266E C 'y mutaciones en 0,3
superficie de K265/266E
PhoS pDPH208 |Cola hexa-Asp en terminal|35097,20 (35099,8 (4,61 ~4,80 |68 mM (expresion/
K110E C 'y mutaciones en +0,5 recuperacion
K318D superficie de K110E vy reducida tras pH)
K318D
PhoS pDPH209 |Cola hexa-Asp en terminal 3511220 35113 +|4,52 -4,60 |29 mM
K110/265/2 C 'y mutaciones en 0,5
66E superficie de
K110/265/266E
PhoS pDPH210 |Cola hexa-Asp en terminal{35099,20 (35099,5 (4,43 ~4,50 |33 mM (expresion/
K110/265/2 C 'y mutaciones en +0,3 recuperacion
66E K318D superficie de reducida tras pH)
K110/265/266E y K318D
PhoS pDPH211 |Cola hexa-Asp en terminal |35098,17 [35100,5 (4,52 ~4,60 |52 mM (expresion/
K265/266E C 'y mutaciones en +0,2 recuperacion
K318D superficie de K265/266E y reducida tras pH)
K318D
Ejemplo 4

Efecto de mutaciones en superficie y de una cola poliD en el terminal C sobre la purificacion por intercambio
catiénico de PhoS a pH 4,5.

Se analiz6 la estructura cristalina de PhoS con PO, fijado a la zona activa (Luecke y Quiocho, 1990, Nature, 347,
402-406) para hallar restos en superficie que estuvieran disponibles para mutaciones. Restos de lisina (P.M. 128,17
Da, pKa = 10,79) se cambiaron a restos de acido glutamico (P.M. 129,12, pKa = 4,07) con objeto de reducir el pl de
PhoS. El cambio de restos basicos por acidos confiere un mayor cambio de pl potencial por mutacién (un cambio de
pl de -0,15 en PhoS) que al cambiar restos neutros a acidos (-0,07). Ademas, como los restos de acido glutamico
expuestos en superficie es probable que estén muy solvatados (como los restos de lisina) puede haber menos
riesgo de producir una perturbacion estructural grave que cuando se cambian muchos de las otros restos (no
cargados) en superficie a acido glutamico. Fue también importante evitar los restos que estaban implicados en
estudios estructurales o mutagenos previos al ser importantes en la fijacion de PO4 o cerca en el espacio de estos
restos o de hecho cerca de la hendidura central en el medio de la molécula de PhoS. Se dio preferencia a los restos
de lisina que se proyectan muy lejos fuera de la superficie de la proteina y las lisinas que estaban situadas en o
cerca de grandes grupos de restos basicos.

Dichos grupos de restos basicos pueden formar un parche con carga significativo que puede interactuar con una
matriz de purificacion. Por lo tanto la colocacion estratégica de uno o mas restos acidos puede romper dicho parche,
es decir, alterar considerablemente la carga neta en dicha area y por lo tanto producir grandes cambios locales en la
capacidad para interactuar con una matriz de purificacion. Por ultimo, como el terminal C ya se alteré con la cola
poliD que esta situada en un extremo de la proteina PhoS en forma de balén de rugby partido' era deseable
encontrar al menos algunos restos que estuvieran en el extremo opuesto de la proteina PhoS del terminal C.

Se identificaron las areas siguientes que adaptaron estos criterios y que pudieron agruparse en secuencia lineal para
facilitar métodos agrupados de mutagenia de PCR.

1) La mutacién individual de K275E sobresale de una superficie concava y esta muy proxima a K272 y esta cerca de
K282.

2) La mutacion triple de K107, 109 y 110, K107 esta cerca de K98 y E155, K109 aislada se proyecta fuera de PhoS,
y K110 esta en préxima a K109 muy cerca de D112, D113 y E114.
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3) La mutacion triple de K262, 265 y 266, K262 esta distante de K265/266 pero proxima a K318, mientras que K265
y K266 conjuntamente forman una 'V'y un trio con N48

4) La mutacion triple de K309, 313 y 318 estan todas implicadas en un area grande y difusa con potencial para ser
una superficie basica, estando todas contiguas a T310 y P319.

Los genes PhoS que codifican estas cuatro mutaciones se construyeron y probaron para la expresion en E. coliy el
rendimiento de la purificacion por intercambio catiénico a pH 4,5.

Se vio que la mutacion individual de K275E (pDPH192) era muy poco tolerada por E. coli y/o se precipité una vez
que el extracto periplasmico se habia ajustado a pH 4,5. Ademas, para la proteina que se recuperd de las células el
rendimiento de la elucién por intercambio catiénico no aumenté mas del de la proteina PhoS poliD.

La mutacién triple en K107/109/110E dio proteina no detectable tras la elucién procedente del intercambio catiénico.
Esto era debido a muy escasos niveles de expresion en E. coli (como se demuestra por la duracién de la induccion)
pero también posiblemente debido a precipitacion mientras que el extracto periplasmico se ajustaba a pH 4,5. Sin
embargo, como estas mutaciones eran las Unicas que estaban en el extremo opuesto del 'balon de rugby' PhoS
procedentes de la cola de poliD se dividié posteriormente en mutaciones individuales para ulterior analisis.

La mutacion triple en K262/265/266E (pDPH193) eluyd del intercambio catidnico a NaCl 33 mM. Sin embargo el
nivel de expresion/recuperacion de PhoS después del intercambio catiénico se redujo en comparacion con la PhoS
natural, por lo tanto esta mutacién triple se dividi6 también en las tres mutaciones individuales y todas las
combinaciones de mutaciones dobles para ulterior analisis.

La mutacion triple en K309/313/318E (pDPH194) habia mejorado el rendimiento de la elucién por intercambio
catiénico en comparacion con la PhoS poliD (73 mM frente a NaCl 83 mM respectivamente) y niveles normales de
expresion, sin embargo la elucidon a 73 mM no mejoré suficientemente sobre la de la mutacion individual de K318D +
poliD (pDPH188) por lo tanto no se llevé a cabo mas trabajo en estas mutaciones triples.

Tanto las mutaciones individuales K275E como K318D se combinaron con la mutacion triple K262/265/266E
(pDPH195 y pDPH194 respectivamente) a fin de investigar si dichas combinaciones podrian dar lugar a efectos
adicionales o sinérgicos. Sin embargo, ambas todavia adolecieron de la expresién/recuperacion baja en proteina
observada ya con K262/265/266E.

La divisién de la mutacion triple K107/109/110E en tres mutaciones individuales sugirié que la mutacion K107E era
responsable en gran medida de los efectos perjudiciales de esta triple mutacion ya que las mutaciones individuales
K109E y K110E fueron capaces de producir mas proteina. Tanto K109E (pDPH199) como K110E (pDPH200)
presentaban rendimiento de elucion mejorado por intercambio catiénico (NaCl 52-55 mM) y mejor que K107E
(pDPH198) a NaCl 70 mM. Por lo tanto K109 y 110E se combinaron (pDPH201) para probar los efectos
adicionales/sinérgicos. Sin embargo, esta mutacion doble K109/110E no pudo expresarse o recuperarse después
del ajuste a pH 4,5. Esto sugiere que la zona de PhoS que estan en K107/109/110 tiene algun efecto estructural o
solvatante importante donde las tres partes contribuyen. K110E se seleccioné para estudios de combinatoria
adicionales donde esta mutacién parecia ser mejor tolerada que la K109E segun se estima por la recuperacion de
proteinas.

Las tres mutaciones individuales K262, 265, 266E presentaban mejor rendimiento de la elucion del intercambio
catiénico sobre PhoS poliD sola: 68 mM, 60 mM y 58 mM respectivamente y todas tenian buenos niveles de
expresion proteica. La combinacion de éstas en mutantes dobles sugiere que es el resto K262 el que es critico para
mantener buenos niveles de expresion proteica (estructura/solubilidad) ya que cuando se combinan ya sea con
K265E (pDPH205) o K266E (pDPH206) los autores observan niveles reducidos de expresion/recuperacion de
proteinas. Ademas ambos mutantes dobles no han mejorado el rendimiento de la eluciéon por intercambio catidnico
sobre el de los mutantes individuales de K265E o K266E. Sin embargo el mutante doble K265/266E (pDPH207)
tiene buenos niveles de expresion/recuperacion de proteinas y efectos aditivos sobre el rendimiento de la elucion por
intercambio catidnico, ya que esta proteina se eluye a 38 mM de NaCl (en comparacién con 60 mM y 58 mM para
las mutaciones individuales solas).

Se prepararon mas mutantes en combinacion para poner K265/266E junto con K110E y K318D. Se vio que el
mutante de K110/265/266E (pDPH209) tiene mejor rendimiento de la elucion por intercambio cationico, eluyendo a
29 mM de NaCl y buenos niveles de expresion proteica. El mutante de K265/266E+K318D (pDPH211) tenia menor
rendimiento de la elucién por intercambio catidnico y de expresion proteica que la mutacion de K265/266E sola. Por
Ultimo un montaje de mutacion "maxima" que contiene cuatro mutaciones ademas de la cola poliD: Se probo
K110/265/266E + K318D (pDPH210). Sin embargo ésta adolecié de recuperacion proteica reducida y no habia
mejorado el rendimiento de la elucién por intercambio catidnico sobre K265/266E o K110/265/266E.

Por lo tanto se seleccionaron tres montajes de PhoS para ulterior analisis para representar mutaciones minimas de
PhoS con mejor rendimiento de la elucién por intercambio catidnico: PhoS poliD, PhoS K265/266E poliD y PhoS
K110/265/266E poliD. La eluciéon de las tres mutaciones a concentraciones salinas menores que la PhoS natural
debe permitir la separacion de la PhoS mutante del Fab' por gradiente o la elucion de la etapa procedente de la
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columna de intercambio catiénico. Alternativamente, dependiendo del pl de los mutantes puede ser posible evitarlas
fijandose a la columna de intercambio catidénico al aumentar el pH de los tampones sin afectar la fijacion de Fab'.
Otra alternativa puede ser basarse en la etapa de intercambio aniénico para eliminar la PhoS mutada. Los pl de las
proteinas PhoS mutantes se determinan a continuacion.

Ejemplo 5
Efecto de la mutagenia de PhoS en la integridad de la proteina y el pl.

Se obtuvieron proteinas PhoS mutantes que tenia una pureza >95% por intercambio catidnico con elucién en
gradiente. Se evalu6 por SDS-PAGE y espectrometria de masas la integridad de la proteina y su cola del terminal C.
Las masas medidas por MS se muestran en la Tabla 2. Todas muestran estrecha concordancia con la masa prevista
tanto al confirmar que las proteinas eran de correcta identidad como también que la cola poliD estaba intacta. La
SDS-PAGE mostrada en la figura 3 confirma tanto el nivel de pureza de estas preparaciones como presenta una
migracion ligeramente mas lenta para las proteinas PhoS que contienen poliD en comparacién con las naturales.
Los geles de IEF (Figura 4) demuestran que la PhoS natural tiene un pl de ~7,2 mientras que la adicion de la cola
poliD sola reduce el pl a ~5,1. Sucesivas adiciones de mutaciones de K a E o D en superficie producen
desplazamientos adicionales de pl que oscilan desde ~4,9 para PhoS K/D poliD hasta ~4,8 para PhoS K265/266E
poliD y ~4,5 para PhoS K110/265/266E + K318D poliD.

Ejemplo 6

Pruebas de la integridad funcional de proteinas PhoS mutantes: Complementacion de un genotipo de phoS con
PhoS transmitida por plasmido.

Se utilizd la cepa ANCC75 de E. coli (Amemura et al., 1982) para proporcionar un fondo genético de phoS. Estas
células tienen permanentemente un fenotipo ya que si estan carentes de PO4 y por lo tanto debido a
retroalimentacion mediante el reguldn pho producen altas concentraciones de fosfatasa alcalina incluso en presencia
de POg4. EL cultivo de dichas células en medio sdlido que contiene XP puede distinguirse entre las células que tienen
altas o bajas concentraciones de fosfatasa alcalina. La transformacion de dichas células con plasmidos que codifican
PhoS natural, PhoS poliD, PhoS K265/266E poliD y PhoS K110/265/266E poliD o un plasmido de referencia
confirmé que todas las proteinas PhoS mutantes tenian capacidad para complementar la pérdida de la PhoS
cromosomicamente codificada .

Repitiendo el mismo experimento en medio liquido que esta 'exento de fosfato' (muy bajo en POg) utilizando W3110
de E. coli natural como referencia se demostré (Figura 5) que todas las proteinas PhoS mutantes probadas eran
capaces de complementar el 100% del fenotipo de phoS en condiciones de bajo PO, (véase el punto de tiempo de 5
horas) y también de complementar parcialmente el fenotipo de phoS en condiciones exentas de PO, (véanse los
puntos de tiempo de 22, 27 y 47,5 horas ).

Ejemplo 7
Estabilizando cepas integradas de E. coli que expresan proteinas PhoS mutantes.

Los genes que codifican tres proteinas mutantes PhoS (poliD, K265/266E poliD y K110/265/266E poliD) se
ensamblaron junto con una longitud de la zona cromosémica contigua a 3' en el plasmido pKO3 de sustitucion
cromosomica. Ademas se hizo una version nula de PhoS con un oligonucleétido que tenia dos codones de
terminacién en el marco en la zona codificadora del péptido sefial (plasmidos pDPH217-220 respectivamente). Estos
se electroporaron en W3110 de E. coli y probaron por recombinacion y curado con plasmido como se describié en
los métodos. Se realizé un cribado final por PCR de colonias aisladas de supuestos episodios de integracion
utilizando los oligos de identificacion mostrados en la Tabla | junto con oligos ordinarios adecuados en la cadena
opuesta para probar si las colonias tenian PhoS natural o mutante integrada en el cromosoma. La PCR de ADN
cromosomico (en células E. coli completas) con dos oligos (Dra | directo y BstB | inverso) que se hibridan fuera de la
zona de ADN que se codificé en pKO3 utilizando una polimerasa de alta fidelidad (Precision plus Taq), seguida de
secuenciacion directa del producto de la PCR purificado en gel se utilizé para confirmar que los cambios correctos
se habian incorporado en el cromosoma. Esto dio lugar a la produccién de las cuatro cepas de E. coli siguientes:
DPH1 codifica PhoS poliD, DPH2 codifica PhoS K265/266E poliD, DPH3 codifica PhoS K110/265/266E poliD, DPH4
codifica PhoS nula.

Ejemplo 8
Prueba de expresion y purificacion de Fab' procedente de la cepa DPH3.

La cepa DPHS3 se transformé con un plasmido que expresa el Fab' deseado. Se llevd a cabo una fermentacion
convencional y no se observaron deficiencias o dificultades obvias durante la fase de cultivo o induccion. Las
muestras tomadas a lo largo de la fermentacion se analizaron de la manera habitual por ELISA después de la
extraccion con Tris/EDTA. Los datos en la figura 6 demuestran que el cultivo era normal y que la acumulacion de
Fab' en el periplasma era de unos 380 mg/l en la recoleccion, bien dentro del intervalo normal para este Fab'. Se vio
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que los sedimentos celulares eran firmes y faciles de volver a poner en suspension tras la centrifugacion,
normalmente una sefal de buena integridad celular.

Los sedimentos que representan 50 ml de recoleccion del cultivo se extrajeron durante la noche a 30°C en
Tris/EDTA, a continuacién se preparo para purificacion por intercambio catidonico como se describié anteriormente. El
pH se aumentdé desde 4,5 hasta 5,0 de manera que la PhoS mutante de la cepa DPH3 (pl 4,5) no se fijara a la
columna de intercambio catiénico pero si lo hiciera el fragmento Fab'. La conductividad era de 3,0 mS/cm. La
muestra se aplicé a una columna de sefarosa SP de 5ml y se cargo, las muestras a contracorriente y elucion se
analizaron por SDS-PAGE tefiido con Coomassie. Las muestras se concentraron cuando procedié utilizando
columnas de centrifugacion de 10 kDa de umbral para permitir la visualizacion con geles tefiidos con Coomassie.

El gel de SDS-PAGE en la figura 7 demuestra que a estas condiciones de pH y conductividad la PhoS mutante
procedente de DPH3 no se fija a la columna de sefarosa SP, mientras que la PhoS natural procedente de W3110 no
se fija. Esto significa que para DPH3 la PhoS mutante y Fab' aparecen en diferentes fracciones: elucion a
contracorriente y con NaCl 200 mM respectivamente, mientras que para W3110 ambas proteinas apaecenr en la
elucién con NaCl 200 mM.

Para confirmar que cualquier PhoS restante se habria eliminado también por intercambio aniénico, las fracciones de
la elucién a contracorriente y con NaCl 200 mM procedentes tanto de experimentos con DPH3 como con W3110 se
concentraron, desalaron e intercambiaron tampén para Tris.Cl 20 mM pH 8,0 y se introdujeron en intercambio
anionico. Se demuestra que el gel de SDS-PAGE tefido con Coomassie mostrado en la figura 8 para DPH3 PhoS se
fija a la columna de intercambio aniénico separandolo por lo tanto del Fab'. Sin embargo, la PhoS natural procedente
de W3110 no se fija a la columna y circula a contracorriente y contamina la solucion de Fab'.

Ejemplo 9
Ensayo de purificacion de un fragmento Fab' expresado en las cepas DPH1, DPH2 y DPH3

Las cepas DPH1, DPH2 y DPH3 se transformaron con un plasmido que expresa un Fab' con un pl mayor que el Fab'
utilizado en el ejemplo 8 que se suele purificar en intercambio iénico a pH 6. Se llevé a cabo una fermentacion
normal y se probo la separacion de las variantes de PhoS procedentes del Fab por cromatografia de intercambio
catidnico como se describié anteriormente a pH 5, 5,5y 6.

pH 5,0

Los resultados de una purificacion realizada a pH 5,0 se muestran en las figuras 9y 10. A pH 5 PhoS poliD (DPH1)
no aparece en la circulaciéon a contracorriente segin se estima por tincion de Coomassie (Fig. 9, banda 2) pero de
hecho eluye de la columna con Fab'-B (Fig. 9, banda 3). El analisis de inmunotransferencia mas sensible con una
anti-PhoS policlonal y una anti-Fd monoclonal demuestra claramente que Fab'-B se fija fuertemente a la columna
junto con una gran cantidad de PhoS poliD (Fig. 10, banda 3). Sin embargo la fracciéon a contracorriente (banda 2)
también tiene alguna PhoS poliD. Esto puede representar que la asociaciéon de PhoS poliD con la matriz
cromatografica es débil a pH 5,0.

En cambio DPH2 que codifica PhoS K265/266E poliD tiene una banda de PhoS distinta tefiida con Coomassie en la
circulacién a contracorriente (Fig. 9, banda 5). La inmunotransferencia de anti-PhoS presenta solamente una
cantidad de PhoS residual en la fraccién de eluido (Fig. 10, banda 6). Por lo tanto PhoS K265/266E poliD no se fija
eficazmente a sefarosa SP a pH 5,0.

La cepa DPH3 codifica la PhoS K110/265/266E poliD mutada al maximo y de nuevo la PhoS aparece en la
circulacién a contracorriente (Fig. 9, banda 8) mientras que la inmunotransferencia presenta una reduccion adicional
en la cantidad de PhoS residual en la fraccion de eluido (Fig. 10, banda 9) que la de DPH2 (Fig. 10, banda 6). Esto
apoya el observacion anterior in el ejemplo 8 de que las propiedades cromatograficas de DPH3 son mas capaces de
actuar a bajo pH (pH ~4,7-5,0) que DPH2.

Las propiedades de fijacion de la PhoS natural codificada por la cepa W3110 original cuando se carga a pH 5,0 se
muestran en la banda 12 de la Fig. 9. Las inmunotransferencias de anti-PhoS muestran la gran mayoria de la PhoS
natural en la fracciéon de eluido aunque una cantidad residual puede detectarse en la circulacion a contracorriente
(Fig. 10, bandas 11 y 12). (Las cantidades residuales de PhoS detectadas por inmunotransferencia en la fraccion de
eluido en estos experimentos puede ser un reflejo de la cantidad minima de la columna de lavado usada durante
este rapido método analitico, mientras que PhoS natural residual en la circulacién a contracorriente puede
representar una débil fijacion a la columna o un artefacto frontal columna/tampon).

pH 5,5

Cuando se analizan las tres cepas para la purificaciéon de PhoSa pH 5,5, solamente el rendimiento de DPH1 cambia
fuertemente en comparacién con el de pH 5,0. A pH 5,5 la PhoS poliD codificada por DPH1 se encuentra ahora en la
fraccion a contracorriente de un gel teflido con coomassie (Fig. 11, banda 2), lo cual se confirma por la transferencia
de anti-PhoS (Fig. 12, bandas 2+3). DPH2 y DPH3 codifican mutantes de PhoS que estan en la circulacion a
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contracorriente a pH 5,5. La PhoS natural codificada por W3110 tiene rendimiento indefinido. El gel tefiido con
coomassie demuestra que la mayor parte de PhoS esta en la circulacién a contracorriente a pH 5,5 (Fig. 11, banda
11), mientras que la transferencia de anti-PhoS sugiere que existe todavia una porcién significativa (~40%) en la
fraccion de eluido. Por lo tanto a este pH, PhoS debe estar cerca de su pl operativo y tiene solamente débil fijacion.

pH 6,0

Las tres cepas mutantes y la W3110 natural producen PhoS que no se fija a sefarosa SP a pH 6,0 (Fig. 13, bandas
2, 5,8y 11) como se muestra por un gel tefildo con coomassie. El analisis con una anti-PhoS policlonal demuestra
que todas tienen las mismas concentraciones residuales de PhoS detectable en la fraccion de eluido (Fig. 14 bandas
3, 6, 9, 12). Por lo tanto no hay ventaja en la utilizacion de cepas DPH1, 2 o 3 sobre la W3110 natural si las
purificaciones por intercambio catiénico se hacen a este pH. Sin embargo, la presencia de la cola poliD en las
cantidades residuales de la PhoS en la fraccion de eluido puede producir mas separacion de PhoS y Fab' en la
segunda columna de intercambio anidnico mucho mas facil, ya que la etiqueta del terminal C actda con eficacia
como una etiqueta de afinidad cuando la columna se opera en modo a contracorriente.

Los resultados resumidos en la Tabla 3, demuestran que cuando se ensaya la purificacion en muestras de
fermentacion de 50 ml que los tres intervalos de mutacion de PhoS: PhoS poliD, PhoS K265/266E poliD y PhoS
K110/265/266E poliD todas tienen caracteristicas de purificacion mejoradas en serie. En estos experimentos, estas
mejoras se demuestran al disminuir el pH al cual la PhoS puede encontrarse que esta en modo a contracorriente de
una aplicacion acidificada para una columna de sefarosa SP. Por lo tanto las proteinas con el nimero mayor de
mutaciones pueden separarse a partir de Fab' en condiciones de fijacion a pH cada vez mas severo. Esto apoya la
lectura anterior de la menor concentracién de NaCl requerida para eluir estas formas de PhoS fuera de una columna
de sefarosa SP a pH 4,5 (NaCl ~103 mM, 83 mM, 38 mM y 29 mM para W3110, DPH1, 2 y 3 respectivamente (Tabla

3)).

Tabla 3. Caracteristicas de la cepa Phos mutante

Cepa Tipo PhoS pl en IEF pH para separacion de Fab'-B
W3110 natural 7,0 6,0

DPH1 PhoS poliD 5,1 55

DPH2 PhoS K265/266E poliD ~4,8 5,0

DPH3 PhoS K110/265/266E poliD ~4,6 4,7-5,0
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> CELLTECH R&D LIMITED DAVID, HUMPHREYS ANDREW, CHAPMAN MARTYN, ROBINSON MARI,

SPITALI
<120> CELULAS HOSPEDADORAS DE E. COL/ MODIFICADAS
<130> PA 519

<150> GB0224082.8
<151> 16-10-2002

<160> 31

<170> Patentln versién 3.2

<210> 1

<211> 21

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 1

gtaattgact gaatatcaac g 21
<210> 2

<211>42

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 2

ctgtactaat aagcttccag gccgggtacg gtgttttacg cc 42
<210> 3

<211>42

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 3

cggcctggaa gcettattagt acagcggctt accgctactg tc 42
<210> 4

<211>24

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 4

ccgactcttt catcatcacc gggg 24
<210>5

<211>60

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 5

cggcctggaa gcettattaat cgtcatcgtc atcgtcgtac ageggcttac cgctactgtc
<210> 6

<211>73

<212> ADN
<213> Escherichia coli
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<400> 6

cggcctggaa gcttattaat cgtcatcgte atcgtegtac agegggtcecce cgetactgte

tttaatattg gtc

<210>7

<211> 63

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 7

cgcegegace ttatcgatga gtgettaata agtgattgaa gaagcaagec tgacaggtgce

agg

<210> 8

<211> 23

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 8

gcgttcgttc agegtctgee ggg

<210>9

<211> 21

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 9

ctgcttcgceg taagcatatt ¢
<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 10

ccaatattaa agacagtagc gg
<210> 11

<211>24

<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 11

cattttgtaa tgccggatgc ggeg
<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 12

ctgagcttgc gectggcetgg ¢
<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 13
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gctgccagca gctcaatgge g

<210> 14

<211> 24

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 14
tacgacgatg acgatgacga ttaa

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 15
gcttaataag tgattgaaga a

<210> 16

<211>90

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 16

ctgaagtccg gagaactggt
atcaagaagt gggatgatga

<210> 17

<211>90

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 17

ctgaagtccg gagaactggt
atcgaagaat gggatgatga

<210> 18

<211>90

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 18

ctgaagteccg gagaactggt
atcgaaaagt gggatgatga

<210> 19

<211>90

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 19

ctgaagtccg gagaactggt
atcgaagaat gggatgatga

<210> 20

<211>90

<212> ADN

<213> Escherichia coli

ES 2541358 T3

21
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gctggatggt aaaacccteg gcgacatcta cctgggcgaa
agccategcee

gctggatggt aaaaccctcg gcgacatcta cctgggcgaa
agccatcgcc

gctggatggt aaaaccctcg gcgacatcta cctgggcaaa
agccatcgece

gctggatggt aaaaccctcg gegacatcta cctgggcaaa
agcecatcgee
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<400> 20

ctgaagtceg gagaactggt gctggatggt aaaaccctcg gcgacatcta cctgggcaaa
atcaaggaat gggatgatga agccatcgee

<210> 21

<211> 33

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 21
gtgctggaat tcttcgactg ggcgtacaaa acc 33

<210> 22

<211> 84

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 22

gaagatgcat ggcctattac ctctaccacg ttcattctga tccacgaaga tcaggaagaa
ccagaacaag gcacagaagt gctg

<210> 23

<211> 84

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 23

gaagatgcat ggcctattac ctctaccacg ttcattctga tccacgaaga tcaggaaaaa
ccagaacaag gcacagaagt gctg

<210> 24

<211> 84

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 24

gaagatgcat ggcctattac ctctaccacg ttcattctga tccacgaaga tcagaaggaa
ccagaacaag gcacagaagt gectg

<210> 25

<211> 84

<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 25

gaagatgcat ggcctattac ctctaccacg ttcattctga tccacgaaga tcagaagaaa
ccagaacaag gcacagaagt gctg

<210> 26

<211> 84

<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 26

gaagatgcat ggcctattac ctctaccacg ttcattctga tccacaaaga tcaggaagaa
ccagaacaag gcacagaagt gctg

<210> 27
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<211> 84
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 27

gaagatgecat ggcctattac ctctaccacg ttcattctga tccacaaaga tcaggaaaaa
ccagaacaag gcacagaagt gctg

<210> 28

<211> 84

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 28

gaagatgcat ggcectattac ctctaccacg ttcattctga tccacaaaga tcagaaggaa
ccagaacaag gcacagaagt gctg

<210> 29

<211> 36

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 29

cagttctccg gacttcagcc ctggaatgtt aaccgce 36
<210> 30

<211> 36

<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 30

gtcgaagaat tccagcactt ctgtgccttg ttetgg 36
<210> 31

<211>95

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 31

cgataagett attaategte ategtecateg tcgtacageg gttcaccget actgtcettcea
atattggttt cccacgecagc gcgaacctgt tcaac
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REIVINDICACIONES

1. Una célula hospedadora E. coli que expresa un anticuerpo recombinante caracterizada por que la célula
hospedadora E. coli ha sido modificada genéticamente para cambiar el punto isoeléctrico de la proteina PstS de
fijacion de fosfato de E. coliy en donde el punto isoeléctrico se ha alterado mediante:

la adicion de una etiqueta de poliacido aspartico al terminal C de la proteina de fijacion al fosfato y/o

el cambio de uno o mas restos de aminoacido situados en la superficie de la proteina PstS de fijacion de fosfato de
E. coli por:

(a) sustitucion de uno o mas restos de lisina y/o arginina por acido aspartico o acido glutamico o
(a) sustitucion de uno o mas restos de acido aspartico y/o acido glutamico por lisina o arginina.

2. La célula hospedadora de la reivindicacion 1, donde el punto isoeléctrico de la proteina PstS de fijacion de fosfato
se ha reducido al sustituir una o mas lisinas en los restos 110, 265, 266 o 318 por glutamina o acido aspartico.

3. La célula hospedadora de la reivindicacion 1, donde el punto isoeléctrico de la proteina PstS de fijacion de fosfato
se ha reducido mediante la adicién de una etiqueta de poliacido aspartico al terminal C.

4. La célula hospedadora de la reivindicacion 1, donde el punto isoeléctrico de la proteina PstS de fijacion de fosfato
se ha reducido mediante la sustitucion de las lisinas en los residuos 265 o 266 con glutamina y mediante la adicion
de una etiqueta de poli-acido aspartico al terminal C.

5. La célula hospedadora de la reivindicacion 1, donde el punto isoeléctrico de la proteina PstS de fijacion de fosfato
se ha reducido mediante la sustitucion de las lisinas en los residuos 110,265 o 266 por glutamina y mediante la
adicion de una etiqueta de poli-acido aspartico al terminal C.

6. La célula hospedadora de las reivindicaciones 1-5, donde el anticuerpo recombinante es un fragmento Fab o Fab'.

7. Un método de preparacion de un anticuerpo recombinante que comprende la fermentacion de una célula
hospedadora segun las reivindicaciones 5 o 6.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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