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DESCRIPCION
Bacterias gramnegativas viables que carecen en la membrana externa de agonistas del TLR4/MD-2
Referencia cruzada

La presente solicitud reivindica prioridad sobre la Solicitud de Patente Provisional de EE.UU. con Numero de Serie
61/313.562, presentada el 12 de marzo de 2010.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a bacterias gramnegativas que carecen sustancialmente de un ligando que actua
como un agonista del TLR4/MD-2. La presente invencion también se refiere a métodos que utilizan dichas bacterias
gramnegativas.

Antecedentes de la invencion

El lipopolisacarido (LPS) es el principal componente asociado a la superficie de la membrana externa de las
bacterias gramnegativas, y esta asociado a un conjunto de actividades patoldgicas y fisiolégicas en las respuestas
inmunitarias de hospedadores mamiferos. La toxicidad mediada por el LPS causada por estas bacterias
generalmente es debida al lipido A, la fraccion hidréfoba del LPS, que puede funcionar como un agonista del
receptor de tipo Toll 4 (TLR4)/MD-2. El lipido A comprende dos residuos de glucosamina con seis cadenas de acilo
unidas.

El Kdo (3-desoxi-D-mano-octulosonato) se considera que es un componente esencial del LPS, y se cree que la
estructura minima de LPS necesaria para el crecimiento de E. coli es de dos residuos de Kdo unidos al lipido A
(Kdoz-lipido A). La biosintesis del Kdo comienza con la API (isomerasa del 5-fosfato de D-arabinosa), que convierte
el 5-fosfato de D-ribulosa (Ru5P) en A5P (5-fosfato de D-arabinosa). En la E. coli K-12, hay dos genes de la API,
kdsD y gutQ. Después, el A5P se condensa con fosfoenolpiruvato (PEP) para formar 8-fosfato de Kdo (Kdo8P), que
a continuacion es hidrolizado formando el Kdo. El Kdo es activado a continuacion en forma del nucleétido de aztcar
CMP-Kdo, que finalmente es transferido al lipido IVa que forma el Kdog-lipido IVa. Las aciltransferasas dependientes
del Kdo, LpxL y LpxM, transfieren laurato y miristato, respectivamente, al Kdo.-lipido 1V, para formar el Kdo-lipido A.

La cepa de E. coli K-12 TCM15, que tiene delecionados ambos genes de la API (kdsD y gutQ) y por lo tanto carece
del Kdo, no es viable salvo que se le suministre A5P exdgeno (por ejemplo, véase Meredith y Woodard, Identification
of GutQ from Escherichia coli as a D-arabinose 5-phosphate isomerase, J Bacteriol 187: 6938, 2005). La presente
invencion presenta bacterias gramnegativas viables que carecen sustancialmente de un ligando que actde como un
agonista del TLR4/MD-2. Puede encontrarse informacion adicional relativa al TLR4/MD-2, por ejemplo, en Qureshi et
al., J. Exp. Med., Vol. 189, n° 4, 15 de febrero de 1999, paginas 615-625; en Shimazu ef al., J. Exp. Med., Volumen
189, numero 11, 7 de junio de 1999, paginas 1777-1782; en Poltorak et al., Science 282, 2085 (1998). El ligando
puede comprender, por ejemplo, el lipido A o un 6-acil lipido. Las bacterias gramnegativas viables comprenden
mutaciones supresoras, que permiten la viabilidad a pesar de carecer del por lo demas esencial Kdo. Mama et al.
han descrito mutaciones supresoras en los genes yhjD y msbA no condicionales de derivados de la E. coli TCM15
(véase Mol Microbiol 67 (3): 633, 2008). El documento W02007/084633 describe bacterias gramnegativas viables
que carecen sustancialmente de LPS en la membrana externa.

Las ventajas y los aspectos de la presente invencion seran evidentes en la siguiente descripcion detallada y en las
reivindicaciones.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion presenta una bacteria mutante gramnegativa viable no condicional, en la que la bacteria
comprende una membrana externa que carece sustancialmente de un ligando que actia como un agonista de un
receptor TLR4/MD2 humano, de forma que el ligando no esta presente en la membrana externa o esta presente en
un nivel que no induce una respuesta superior al 25 % de la sefial maxima en un ensayo de HEK-blue cuando se
afaden 20 uyg de membrana externa a un Unico pocillo de ensayo, en la que el ligando comprende lipido A, y en la
que la bacteria comprende (a) una mutacién en al menos uno de los genes seleccionados entre el grupo que
consiste en kdsD, kdsA, kdsC, kdsB, gutQ y waaA, que da como resultado una perturbacion en la biosintesis del
(Kdo)z-lipido IVa, (b) una mutacién en cada uno de los genes pagP y eptA, y (c) una mutacién supresora en el gen
msbA o en el gen yhjD. El ligando puede activar la produccion de moléculas de la respuesta inmunitaria
coestimulantes en un mamifero (por ejemplo, la induccidon de los macréfagos para que sinteticen mediadores de
inflamacion). En algunas realizaciones, la bacteria gramnegativa es una cepa de Escherichia coli (por ejemplo,
KPM22, KPM22 L1, KPM22 L11, KPM22 L13, KPM22 L14, KPM22 L15, KPM22 L18, KPM22 L20, KPM316,
KPM318, KPM334 hasta KPM362) o una cepa de Pseudomonas.
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La bacteria gramnegativa viable puede comprender una actividad reducida de las isomerasas funcionales de
arabinosa-5-fosfato (A5P) KdsD y GutQ. En algunas realizaciones, la actividad remanente de las isomerasas de
arabinosa-5-fosfato con actividad reducida es insuficiente para proporcionar un sustrato para la ruta biosintética del
Kdo (por ejemplo, ningun sustrato o uno inadecuado para la ruta biosintética del Kdo, como comprenderia el experto
habitual). En algunas realizaciones, esto se consigue mediante una delecion completa de ambos genes. En el
presente, las deleciones de KPM318 y algunas tempranas de IpxL IpxM permiten la total restauracion de la sintesis
del Kdo (mediante un crecimiento en A5P) mientras que limitan la formacion del lipido en lipido IVA, cuando se
cultivan en presencia de A5P como suplemento.

La bacteria gramnegativa viable comprende una o mas mutaciones supresoras, por ejemplo, una mutacion
supresora en un transportador (por ejemplo, MsbA tal como MsbA-P50S, MsbA-P18S, MsbA-T283A, MsbA-R310S o
MsbA-L48F), aumentando asi la capacidad del transportador para transportar el lipido IV, una mutacion supresora
que afecta a la proteina de membrana YhjD (por ejemplo, YhjD-R134C), una mutacion supresora que permite el
crecimiento a 42 grados Celsius, etc.

En algunas realizaciones, uno mas genes (por ejemplo, IpxL, IpxM, pagP, IpxP ylo eptA) estan sustancialmente
delecionados y/o una o mas enzimas (por ejemplo, LpxL, LpxM, PagP, LpxP y/o EptA) son sustancialmente
inactivas. Por ejemplo, la bacteria gramnegativa viable puede comprender una secuencia de cicatriz de una
recombinasa especifica de sitio en un sitio de una deleciéon parcial o completa de uno o mas de los genes (por
ejemplo, IpxL, IpxM, pagP, IpxP, eptA). Las cepas de E. coli pueden incluir, pero no se limitan a: KPM279, KPM280,
KPM288, KPM290, KPM296, KPM300, KPM303, KPM310, KPM312, KPM314, KPM316, KPM317, KPM318,
KPM334 hasta KPM362. En algunas realizaciones, un gen que codifica una enzima de restriccion de ADN y/o una
enzima de metilacion de ADN y/o un gen que codifica recA y/o endA esta mutado o delecionado.

La bacteria puede mostrar varias caracteristicas de crecimiento. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la bacteria
puede crecer exponencialmente a 42 grados Celsius. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la bacteria muestra un
tiempo de duplicacion de la fase exponencial de menos de aproximadamente 35 minutos, de menos de
aproximadamente 40 minutos o de menos de aproximadamente 45 minutos por encima de 37 grados Celsius. En
algunas realizaciones, la bacteria sigue siendo viable a una concentracion salina de entre aproximadamente 0,1 My
0,9 M.

La bacteria puede comprender un medio para conferir resistencia a un antibiético. En algunas realizaciones, la
bacteria comprende un plasmido F, un plasmido F’ o un gen que codifica la produccién de pilus F. En algunas
realizaciones, la bacteria puede propagar bacteriéfagos fd, M13 o bacteriéfagos relacionados con fd o con M13. En
algunas realizaciones, la bacteria es competente en la captacion de ADN extracelular (por ejemplo,
electrocompetente).

La presente divulgacion también describe membranas externas derivadas de dichas bacterias gramnegativas,
careciendo sustancialmente las membrana externas de un ligando que es un agonista del TLR4/MD2. Por ejemplo,
la membrana externa puede derivar de las bacterias gramnegativas descritas en el presente documento. La presente
divulgacién también describe bacterias gramnegativas viables (por ejemplo, las bacterias gramnegativas descritas
en el presente documento, tales como E. coli y/o Pseudomonas) que carecen de una transferasa de O-acilo que
pudiera acilar un lipido A, un precursor de lipido A o un lipido IVa. Algunas transferasas de O-acilo pueden incluir
LpxL, LpxM, LpxP y PagP.

Una bacteria gramnegativa segun se describe en el presente documento puede ser una bacteria donante. Por
ejemplo, la bacteria gramnegativa donante puede comprender un casete de ADN que comprende un gen (por
ejemplo, IpxL, IpxM, pagP, IpxP, eptA) que tiene una delecion en el marco de lectura abierto y un medio para
conferir resistencia a un antibidtico (por ejemplo, kanamicina, penicilina, neomicina, tetraciclina, cloranfenicol o
ampicilina), en la que el casete esta flanqueado por unos sitios que son un objetivo de una enzima recombinasa
especifica de sitio.

La presente divulgacion también describe métodos para la seleccion de bacterias gramnegativas capaces de un
crecimiento exponencial a una temperatura por encima de 40 grados Celsius, en los que la bacteria gramnegativa
carece sustancialmente de un ligando que actia como un agonista del TLR4/MD2. El método puede comprender el
cultivo de una cepa que carece sustancialmente del ligando que actia como un agonista del receptor TLR4/MD2 y
tiene una mutacion supresora que permite el crecimiento a entre aproximadamente 30 y 40 grados Celsius (por
ejemplo, una cepa descrita en el presente documento); colocar la cepa en una placa con un medio nutriente
adecuado; € incubar la cepa de la placa a 42 grados Celsius hasta que parezcan colonias individuales de bacterias.

La presente divulgacion también describe métodos para la construcciéon de una bacteria que carece sustancialmente
de un gen tal como IpxL, IpxM, pagP, IpxP'y eptA. El método comprende la obtencién de una bacteria gramnegativa
viable que comprende una membrana externa que carece sustancialmente de un ligando que actia como un
agonista del receptor TLR4/MD2 (por ejemplo, una cepa descrita en el presente documento). La bacteria
gramnegativa viable puede comprender un casete de ADN que comprende un gen modificado (por ejemplo, un gen
de resistencia a antibiéticos modificado), en la que el gen modificado es un gen objetivo modificado que tiene una
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delecion en el marco de lectura abierto. El casete de ADN puede comprender adicionalmente un medio para conferir
resistencia a un antibidtico y/o puede estar flanqueado por los sitios objetivo apropiados para una recombinasa
especifica de sitio. El método comprende adicionalmente someter la bacteria a una transduccién con P1vir y sustituir
el gen objetivo por el gen modificado (por ejemplo, un gen de resistencia a antibiéticos modificado) a través de una
recombinacién homoéloga. El método comprende adicionalmente la delecion del gen de resistencia a antibioticos
mediante la introduccién temporal de una recombinasa especifica de sitio capaz de actuar sobre las secuencias que
flanquean el gen de resistencia a antibidticos, delecionando el gen de resistencia y dejando una cicatriz
caracteristica de la recombinasa especifica de sitio.

La presente invencion también presenta un método para la produccién de una muestra de ADN sustancialmente
exenta de un ligando que actia como un agonista del TLR4/MD2, método que comprende:

(a) la obtencion de una bacteria gramnegativa viable no condicional de la invencion segun se define en el
presente documento;

(b) laintroduccién de un vector de ADN en la bacteria, y el cultivo de la bacteria transformada con el vector de
ADN, de forma que la bacteria funciona para amplificar el vector de ADN; y

(c) la recoleccion de una muestra de ADN a partir de la bacteria con el ADN amplificado a través de un
protocolo de aislamiento de ADN estandar.

Dichos protocolos de aislamiento de ADN son bien conocidos por los expertos habituales en la materia.

La presente invencién también presenta un método para la produccion de una muestra de proteina sustancialmente
exenta de un ligando que actiia como un agonista del TLR4/MD2, método que comprende:

(a) la obtencion de una bacteria gramnegativa viable no condicional de la invencion segun se define en el
presente documento;

(b) laintroduccién de una construccion de un vector de expresion de ADN en la bacteria, vector que comprende
tanto un gen que codifica una proteina de interés expresada a partir de un promotor funcional como un gen
marcador seleccionable;

(c) el cultivo de la bacteria transformada con la construccién de expresion del vector de ADN;

(d) permitir o inducir que la bacteria transformada con la construccion de expresién del vector de ADN exprese
la proteina de interés; y

(e) retirar o tratar la bacteria para que libere la proteina de interés o para que deje la proteina de interés en el
medio de cultivo.

En algunas realizaciones, la bacteria puede comprender una mutacién o una deleciéon en uno o mas genes, tales
como /lolA, lolb y/o Ipp.

La presente divulgacion también describe una coleccion de bacterias sustancialmente exentas de un ligando que
actua como un agonista del receptor TLR4/MD2 (por ejemplo, una cepa descrita en el presente documento), en la
que la coleccién de bacterias expresa una serie de variantes de una proteina. La coleccién de bacterias puede ser
util para el cribado de variantes de proteinas para comprobar la actividad en un ensayo basado en células de
mamifero. Los miembros de la coleccion pueden ser generados mediante una expresion en fago o mediante una
mutagénesis de un vector de plasmido que expresa un miembro prototipo de la coleccion.

Preferiblemente, las bacterias son capaces de crecer al menos tan rapidamente en medio rico con un suplemento de
arabinosa-5-fosfato como crecen en el mismo medio rico que carece de arabinosa-5-fosfato, permitiendo la elecciéon
de la composicion de la membrana externa dependiendo del arabinosa-5-fosfato, sin que el suplemento dé lugar a
una tasa de crecimiento mas lenta. El crecimiento con el suplemento deberia ser al menos el 95 % de la tasa de
crecimiento sin suplemento, y preferentemente una tasa mas rapida que la tasa sin suplemento.

Las bacterias gramnegativas viables descritas en el presente documento, varios componentes de las mismas, los
reactivos y/o los materiales, pueden estar disponibles en forma de un kit. El kit puede comprender una bacteria
gramnegativa viable que tiene una membrana externa sustancialmente exenta de un ligando que actia como un
agonista del TLR4/MD2 (por ejemplo, una cepa descrita en el presente documento), en el que la bacteria es
competente para la captacion de ADN extracelular.

Definiciones

El término "bacterias gramnegativas viables no téxicas" se refiere a cepas de bacterias gramnegativas viables que
comprenden una membrana externa sustancialmente exenta de un ligando que actia como un agonista del
TLR4/MD2.

Los términos "células" y "células hospedadoras" y "células hospedadoras recombinantes”, que se usan de forma
intercambiable en el presente documento, se refieren a células que son susceptibles de ser, o que han sido,
transformadas con un vector, normalmente un vector de expresioén. Las células hospedadoras usadas en el presente
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documento pueden ser bacterias gramnegativas. Se entiende que dichos términos no se refieren Unicamente a la
célula en cuestion en particular, sino también a la progenie o a la potencial progenie de dicha célula. Debido a que
pueden producirse ciertas modificaciones en las generaciones posteriores debido tanto a mutaciones como a
influencias del entorno, dicha progenie puede no ser, de hecho, idéntica a la célula parental, pero todavia esta
incluida en el ambito del término segun se usa en el presente documento.

Los términos "medio” y "medio de cultivo" estan reconocidos en la materia, y generalmente se refieren a cualquier
sustancia o preparacion usada para el cultivo de células vivas.

El término "derivado de", segun se usa, por ejemplo, en el contexto de derivar el lipido IV, de una cepa de bacterias
gramnegativas, se refiere al lipido IVa que puede ser obtenido a partir de las bacterias o de las proteinas, y pretende
incluir fragmentos o porciones de proteinas.

El término "defectuoso”, seguin se usa en el presente documento, con respecto a un gen o a la expresion de un gen,
puede significar que el gen no es un gen natural y que el organismo no tiene un genotipo natural y/o un fenotipo
natural. El gen, el genotipo o el fenotipo defectuoso pueden ser la consecuencia de una mutacion en ese gen, o de
un gen que regula la expresion de ese gen (por ejemplo, transcripcional o post-transcripcional), de forma que su
expresion normal esta disrumpida o extinguida. Se pretende que la "expresién disrumpida del gen" incluya tanto la
inhibicién completa como la disminucion en la expresiéon del gen (por ejemplo, como en una mutacién parcial), por
debajo de la expresion del gen natural.

El término "bacterias gramnegativas" esta reconocido en la materia, y se refiere generalmente a bacterias que no
retienen la tincion Gram (por ejemplo, la deposiciéon de un complejo coloreado entre violeta de cristal y yodo). En un
ejemplo de tincion de Gram, en primer lugar las células se fijan en un portaobjetos con calor y se tifien con un
colorante basico (por ejemplo, violeta de cristal), que es recogido por todas las bacterias (es decir, tanto por las
gramnegativos como por las gramnegativas). Después los portaobjetos se tratan con una mezcla de yodo-KI| para
fijar la tincién, se lavan con acetona o con alcohol, y finalmente se contratifien con un colorante mas palido de un
color diferente (por ejemplo, safranina). Los organismos grampositivos retienen la tincion inicial de violeta, mientras
que los organismos gramnegativos son decolorados por el disolvente organico, y por lo tanto muestran la
contratincion. Algunas bacterias y lineas celulares gramnegativas incluyen, pero no se limitan a, Escherichia spp.,
Shigella spp., Salmonella spp., Campylobacter spp., Neisseria spp., Haemophilus spp., Aeromonas spp., Francisella
spp., Yersinia spp., Klebsiella spp., Bordetella spp., Legionella spp., Citrobacter spp., Chlamydia spp., Brucella spp.,
Pseudomonas spp., Helicobacter spp. y Vibrio spp.

El término "bacterias gramnegativas mutantes", "bacterias gramnegativas mutantes en el LPS", "bacterias
gramnegativas mutantes kdsD y gutQ", "bacterias gramnegativas mutantes en el API" o los términos similares,
segun se usan en el presente documento, incluyen las bacterias gramnegativas de la invenciéon que han sido
mutadas una o mas veces, por ejemplo, en uno mas de los genes gutQ, kdsD, kdsA, kdsB, waaA, msbA, yhjD, en
cualquier otro gen biosintético, de procesado o de transporte, produciendo asi una membrana externa que carece
sustancialmente de LPS o de otro ligando que actia como un agonista del TLR4/MD2.

Una "porcion inmunogénica de una molécula” se refiere a una porcion de la molécula que es capaz de desencadenar
una reaccion inmunitaria frente a la molécula en un sujeto.

El término "aislado" aplicado al LPS o a moléculas lipidicas IVa, se refiere al LPS o al lipido IVa que ha sido aislado
(por ejemplo, un aislamiento parcial o completo) a partir de otros componentes bacterianos, en particular a partir de
la membrana externa.

Segun se usa en el presente documento, el término "porcion”, cuando se usa en referencia a una secuencia (por
ejemplo, una secuencia de aminoacidos de una proteina, una secuencia de acidos nucleicos de un gen) representa
cualquier cantidad de la secuencia referenciada (por ejemplo, un 0,001 %, un 0,1 %, un 1 %, un 10 %, un 30 %, un
50 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 %, un 98 %, un 99,999 % de una secuencia de aminoacidos o de
secuencia de acidos nucleicos).

El término "modulacion”, segun se usa en el presente documento, se refiere tanto a la regulacion por aumento (es
decir, a una activacion o a una estimulacion, por ejemplo, por un agonismo o por una potenciacion), a una regulacion
por disminucion (es decir, a una inhibicidon o a una supresion, por ejemplo, por un antagonismo, una disminuciéon o
una inhibicién). El término "inducible" se refiere en particular a la expresion de un gen que no es constitutivo pero
que tiene lugar en respuesta a un estimulo (por ejemplo, temperatura, metales pesados u otro aditivo en el medio).

El término "acido nucleico" se refiere a polinucleétidos o a oligonucleétidos tales como el acido desoxirribonucleico
(ADN), y, cuando sea apropiado, el acido ribonucleico (ARN). También deberia entenderse que el término incluye,
como equivalentes, los analogos tanto del ARN como del ADN creados a partir de analogos de nucleodtidos y segun
sea aplicable para la realizacion que se esta describiendo, polinucledtidos individuales (sentido o antisentido) y
bicatenarios.
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Segun se usa en el presente documento, el término "transfeccion” significa la introduccion de un acido nucleico (por
ejemplo, a través de un vector de expresion) en una célula receptora mediante la transferencia de un gen mediada
por un acido nucleico. "Transformacion”, segun se usa en el presente documento, se refiere a un proceso en el que
el genotipo de una célula es modificado como resultado de la captacion celular de un ADN o de un ARN exdgeno.
En una realizacion ilustrativa, una célula trasformada es aquella que expresa una forma mutante de uno o mas de
los genes kdsD y gutQ. Una célula transformada también puede ser aquella que expresa un acido nucleico que
interfiere en la expresion de un gen gutQ), kdsD, kdsA, kdsB, waaA, msbA, yhjD de cualquier otro gen biosintético, de
procesado o de transporte.

Segun se usa en el presente documento, el término "transgen" significa un acido nucleico (por ejemplo, un gen
mutante kdsD, gutQ, kdsA, kdsB, waaA, msbA, yhjD de cualquier otro gen biosintético, de procesado o de
transporte, o un transcrito antisentido de los mismos) que ha sido introducido en una célula. Un transgen podria ser
parcial o completamente heterélogo, por ejemplo, foraneo, al animal o a la célula transgénica en el que es
introducido, o puede ser homdlogo de un gen enddégeno del organismo de la célula en la que es introducido, pero
que esta disefiado para ser insertado, o es insertado, en el animal o en el genoma de la célula de tal forma que
altera el genoma de la célula en el que es insertado. Un transgen también puede estar presente en una célula en
forma de un episoma.

El término "tratar" un sujeto por una afeccion o una enfermedad, segun se usa en el presente documento, pretende
incluir la curacion, asi como la mejora de al menos un sintoma de la afeccion o de la enfermedad.

El término "vector" se refiere a una molécula de un acido nucleico que es capaz de transportar otro acido nucleico al
que ha sido unida. Los vectores capaces de dirigir la expresion de los genes a los que se han unido operativamente
se denominan en el presente documento "vectores de expresion."

El término "sistema de expresion”, segun se usa en el presente documento, se refiere a un vector de expresion bajo
unas condiciones en las cuales un ARNm puede ser transcrito y/o un ARNm puede ser traducido en una proteina, en
un ARN estructural o en otro componente celular. El sistema de expresién puede ser un sistema de expresion in
vitro, que esta disponible en el mercado o es facilmente elaborable segun las técnicas conocidas en la materia, o
puede ser un sistema de expresion in vivo, tal como una célula eucariota o procariota que contiene el vector de
expresion. En general, los vectores de expresion de utilidad en las técnicas de ADN recombinante estan a menudo
en forma de "plasmidos", que se refieren generalmente a bucles de un ADN circular bicatenario que, en su forma de
vector, no estan unidos al cromosoma. En la presente memoria descriptiva, "plasmido” y "vector" se usan de forma
intercambiable, ya que el plasmido es la forma de vector usada con mas frecuencia. Sin embargo, la invencion
pretende incluir dichas otras formas de vectores de expresion que presentan unas funciones equivalentes y que son
bien conocidas en la materia o que se dan a conocer en la materia posteriormente a las mismas (por ejemplo,
coésmido, fagémido y vectores bacteriéfagos).

El término "viable" significa que las células son capaces de crecer y de dividirse exponencialmente durante multiples
generaciones en un medio nutriente adecuado, incluyendo medio rico, y que las células pueden ser almacenadas en
unas condiciones de almacenamiento tipicas para ese tipo de célula, y posteriormente volverse a cultivar.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra las curvas de crecimiento de las cepas de E. coli KPM22 y las de tipo KPM22 KPM22 L1,
KPM22 L11, KPM22 L13, KPM22 L14, KPM22 L15, KPM22 L18 y KPM22 L20. Los tiempos de generacion se
determinaron en medio LB con agitacion a 200 rpm a 37 °C. Se calcul6 que los tiempos de generacion (en estas
condiciones) eran como sigue: KPM22 40 min, KPM22 L1 37 min, KPM22L11 39 min, KPM22 L13 59 min,
KPM22 L14 44 min, KPM22 L15 40 min, KPM22 L18 36 min y KPM22 L20 55 min.

La FIG. 2 muestra las curvas de crecimiento de la cepa de E. coli KPM288 (KPM22 L1 AjpxL::Km®) y de la cepa
KPM290 (KPM22 L11 AlpxL:;Km+) bien en medio Luria-Bertani (LB) a 37 °C o bien en medio LB complementado
con 5-fosfato de D-arabinosa 15 yM (A5P) y 6-fosfato de D-glucosa 10 uM (G6P) a 37 °C. Se calcul6 que los
tiempos de generacion en medio LB eran como sigue: KPM288 45 min, KPM290 43 min. Los resultados del
crecimiento en el medio LB complementado con A5P y G6P eran como sigue: KPM288 dejo de crecer
exponencialmente después de 2-3 generaciones, KPM290 46 min.

La FIG. 3 muestra las curvas de crecimiento de la cepa de E. coli KPM303 (KPM22 L11 AlpxL AlpxM) a 37 °C en
medio LB, en medio LB complementado con A5P 15 uM y G6P 10 uM, en medio Super Broth (SB) (que contiene
10 g/l de NaCl) o en medio SB (que contiene 10 g/l de NaCl) complementado con A5P 15 uM y G6P 10 pM. El
medio SB no mejor6 la tasa de crecimiento de KPM303 en comparacion con el medio LB. Sin embargo, al
contrario que el crecimiento en el medio LB complementado con A5P y G6P, KPM303 continué creciendo
exponencialmente después de 2-3 generaciones cuando se cultivd en SB complementado con A5P y G6P.

La FIG. 4 muestra las curvas de crecimiento de las cepas de E. coli KPM303 (KPM22 L11 AlpxL AlpxM),
KPM312 (KPM22 L11 AlpxL AlpxM ApagP) y KPM316 (KPM22 L11 AlpxL AlpxM ApagP AlpxP) a 37 °C bien en
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medio SB o bien en SB complementado con A5P 15 uM y 10 uM. Los tiempos de generacion en medio SB eran
como sigue: KPM303 54 min, KPM312 50 min, KPM316 46 min. Los tiempos de generacion en medio SB
complementado con A5P y GEP eran como sigue: KPM303 39 min, KPM312 42 min, KPM316 42 min.

La FIG. 5 muestra las curvas de crecimiento de la cepa de E. coli KPM316 a 37 °C bien en medio SB
complementado con MSO4 10 mM y CaCl, 2 mM, o bien en medio SB complementado con MgSO4 10 mM, CaCl;
2 mM, A5P 15 uM y G6P 10 uM. La KPM316 tuvo un tiempo de generacion de 51 min en SB con MSO4 10 mM y
CaCl; 2 mM. La KPM316 tuvo un tiempo de generacion de 46 minutos en SB con MgSO4 10 mM, CaCl; 2 mM,
A5P 15 uM y G6P 10 pM.

La FIG. 6 muestra las curvas de crecimiento de las cepas de E. coli KPM316 y KPM318 cultivadas bien en SB o
bien en SB complementado con A5P 15 uM y G6P 10 uM a 37 °C. Los tiempos de duplicacién son muy similares
en el intervalo de 39-44 min.

La FIG. 7 muestra las curvas de crecimiento de las cepas de E. coli KPM296-6 y KPM316 a 37 °C bien en medio
SB complementado con MgSO4 10 mM y CaCl, 2 mM, o bien en medio SB complementado con MgSO4 10 mM,
CaCl;2 mM, A5P 15 uM y G6P 10 puM. El indice de crecimiento de la KPM296-6 en medio SB con MgSO4 10 mM
y CaCl; 2 mM era de 48 min. En SB con MgSQO4 10 mM, CaCl; 2 mM, A5P 15 uM y G6P 10 uM, el indice de
crecimiento de la KPM296-6 era de 42 min.

FIG. 8 Curvas de crecimiento de una serie de cepas clinicas independientes seleccionadas entre KPM296 a
42 °C. El crecimiento era medio SB a 42 °C. Las cepas clinicas individuales estan numeradas en el diagrama y
codificadas con los simbolos usados para representar su curva de crecimiento. Se observé una considerable
variacion en el tiempo de generacion, pero cada una muestra un crecimiento exponencial.

FIG. 9 Analisis de los productos de la PCR producidos por los cebadores que flanquean cada gen para confirmar
las deleciones de los genes de la transferasa de O-acilo y la delecién del gen eptA en KPM318. Se uso la cepa
parental BW30270 como control, aparte de KPM318, para cada gen analizado. Se indican los ADN de molde y el
gen para el cual se disefiaron los pares de cebadores de la PCR en particular. En cada caso puede observarse
que la cepa parental BW30270 da lugar a un producto de la PCR mayor que el observado con KPM318.
Unicamente permanece en su sitio la secuencia de cicatrizacion del gen completo de KPM318.

FIG. 10A y 10B Ensayos de HEK-Blue™ de las cepas BW30270, KPM316 y KPM318. (A) Preparaciones de
membrana externa de las cepas y (B) células completas. Se indica la cantidad de células afiadida a cada pocillo
(en forma de ufc - unidades formadoras de colonias) o la masa de la preparacion de membrana externa. En
paralelo se analizé el LPS de referencia de E. coli K-12 suministrado con el kit de ensayo en todos los
experimentos, y se muestra para una comparacion con los datos de la membrana externa con los que es mas
directamente comparable sobre una base ponderal.

FIG. 11 Espectros de masas de ion ciclotron con transformada de Fourier de ionizacién por electronebulizacion
con carga descirconvolucionada (ESI FT-ICR) en modo de ion negativo para las moléculas de LPS aisladas a
partir de las cepas de E. coli KPM316 (A) y KPM318 (B). Las cifras de masa proporcionadas se refieren a los
picos monoisotdpicos de las moléculas neutras. El pico a 1178,66 u es, lo mas probablemente, un producto de
degradacion triacilado del lipido IVa (1404,86 u) producido durante el aislamiento del LPS, ya que no es
coherente con un intermedio conocido de la ruta.

FIG. 12a-g La secuencia de Escherichia coli KPM316 (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP).
msbA52 sustituye al alelo natural de msbA, en el que una C en 965895 esta sustituida por una T, dando como
resultado una Serina en lugar de una Prolina en el aminoacido 18 de la proteina MsbA. Las siguientes fueron
detectadas a partir de la cepa parental: AgutQ (FIG. 12b), AkdsD (FIG. 12c), AlpxL (FIG. 12d), AlpxM (FIG. 12e),
ApagP (FIG. 12f) y AlpxP (FIG. 12 g).

FIG. 13 Hay presentes cambios de nucleétido individual en KPM316 con respecto a la cepa parental MG1655,
ademas de la mutacion mshA52 y de la delecién/insercion para inactivar los genes sintéticos del LPS. No se
conoce ni se ha predicho que alguno dé como resultado un fenotipo caracteristico.

FIG. 14a-h Escherichia coli KPM318 (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA). msbA52
sustituye al alelo natural de msbA, en el que una C en 965895 esta sustituida por una T, dando como resultado
una Serina en lugar de una Prolina en el aminoacido 18 de la proteina MsbA. Las siguientes fueron detectadas a
partir de la cepa parental: AgutQ (FIG. 14b), AkdsD (FIG. 14c), AlpxL (FIG. 14d), AlpxM (FIG. 14e), ApagP (FIG.
14f), AlpxP (FIG. 14 g) y AeptA (FIG. 14f).

FIG. 15 Se secuenciaron las cepas BW30270 y KPM318 en las instalaciones de secuenciacion de Scripps Core
DNA mediante el uso de una secuenciacion lllumina. Se indican todos los polimorfismos de nucleétido individual
(SNP) y los polimorfismos de delecion/insercion (DIP). Estos SNP y DIP son asignados en base a la comparacion
de estas cepas con la cepa Blattners MG1655. Solo se indican aquellas detectadas en un 100 % de las lecturas.
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Se identifico el alelo supresor msbA-P18S en la cepa original KPM22 L11.

FIG. 16 Se evalud el crecimiento de los cuatro derivados de KPM-318 resistentes a la temperatura, KPM334,
KPM335, KPM336 y KPM337 cultivados en medio SB a 30 °C.

FIG. 17 Se evalué el crecimiento de los cuatro derivados de KPM-318 resistentes a la temperatura, KPM334,
KPM335, KPM336 y KPM337 cultivados en medio SB complementado con A5PIG6P a 30 °C.

FIG. 18 Se evalué el crecimiento de los cuatro derivados de KPM-318 resistentes a la temperatura, KPM334,
KPM335, KPM336 y KPM337 cultivados en medio SB a 37 °C.

FIG. 19 Se evalué el crecimiento de los cuatro derivados de KPM-318 resistentes a la temperatura, KPM334,
KPM335, KPM336 y KPM337 cultivados en medio SB complementado con A5PIG6P a 37 °C.

FIG. 20 Se evalué el crecimiento de los cuatro derivados de KPM-318 resistentes a la temperatura, KPM334,
KPM335, KPM336 y KPM337 cultivados en medio SB a 42 °C.

FIG. 21 Se evalué el crecimiento de los cuatro derivados de KPM-318 resistentes a la temperatura, KPM334,
KPM335, KPM336 y KPM337 cultivados en medio SB complementado con A5PIG6P a 42 °C.

FIG. 22a-d Se secuenciaron los cuatro derivados de KPM-318 resistentes a la temperatura, KPM334, KPM335,
KPM336 y KPM337 en las instalaciones de secuenciacion de Scripps Core DNA mediante el uso de una
secuenciacion lllumina. Se indican todos los polimorfismos de nucleétido individual (SNP) y los polimorfismos de
delecién/insercion (DIP). Estos SNP y DIP son asignados en base a la comparacion de estas cepas con la cepa
MG1655 de Blattner. Sélo se indican a aquellas detectadas en un 100 % de las lecturas. Se identifico el alelo
supresor msbA-P18S en la cepa original KPM22 L11.

FIG. 23 Espectro de masas de ESI FT-ICR en modo de ion negativo del lipido IVa (1404,86 u) aislado a partir de
E. coli KPM337 cultivada a 42 °C en medio LB. Las cifras de masa proporcionadas se refieren a las masas
monoisotopicas de las moléculas neutras. Es probable que el pico correspondiente al lipido A triacilado (1178,67
u) sea un artefacto producido durante el aislamiento y/o la ionizacién del lipido IV, ya que no es coherente con un
intermedio conocido de la ruta.

FIG. 24 Espectro de masas de ESI FT-ICR en modo de ion negativo del LPS aislado a partir de E. coli KPM334
cultivada a 42 °C en medio LB complementado con A5P/G6P. Las cifras de masa proporcionadas se refieren a
las masas monoisotdpicas de las moléculas neutras.

FIG. 25 Espectro de masas de ESI FT-ICR en modo de ion negativo del LPS aislado a partir de E. coli KPM335
cultivada a 42 °C en medio LB complementado con A5P/G6P. Las cifras de masa proporcionadas se refieren a
las masas monoisotdpicas de las moléculas neutras.

FIG. 26 Espectro de masas de ESI FT-ICR en modo de ion negativo del LPS aislado a partir de E. coli KPM337
cultivada a 42 °C en medio LB complementado con A5P/G6P. Las cifras de masa proporcionadas se refieren a
las masas monoisotdpicas de las moléculas neutras.

FIG. 27 Espectro de masas de ESI FT-ICR en modo de ion negativo del LPS aislado a partir de E. coli KPM318
cultivada a 37 °C en medio LB complementado con A5P/G6P (control). Las cifras de masa proporcionadas se
refieren a las masas monoisotépicas de las moléculas neutras. Las asignaciones de los picos estan recogidas en
la Tabla 1.

FIG. 28 Deteccion del LPS en suspensiones de células bacterianas de KPM316 y de KPM318 cultivadas a 37 °C
bien en medio LB o bien en medio LB complementado con A5P/G6P. La cepa natural de E. coli K-12 BW30270
se us6 como control.

FIG. 29 Induccién relativa del NF-xB en células HEK-Blue causada por las cepas clinicas de LPS/lipido IVa a
partir de las cepas de E. coli BW30270, KPM316, KPM318 y KPM334.

FIG. 30 ELISA del TNF-alfa humano para la determinacion de la actividad antagonista de las muestras de
LPS/lipido IVa aisladas a partir de las cepas de E. coli KPM316 y KPM318. Para los detalles, véase el protocolo
en el texto.

FIG. 31 Liberacion del TNF-alfa en macréfagos humanos causada por las muestras de LPS/lipido Va a partir de
las cepas de E. coli KPM316 y KPM318 en medio que contiene un 4 % de suero AB. El S-LPS de la E. coli K-235
se us6 como control.
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FIG. 32 Liberacion del TNF-alfa en macréfagos humanos causada por las muestras de LPS/lipido IVa a partir de
las cepas de E. coli KPM316 y KPM318 en medio exento de suero. El S-LPS de la E. coli K-235 se us6 como
control.

FIG. 33 Liberacion de la IL-8 en células HEK293 hTLR4/MD2 #33 estimuladas con las muestras de LPS/lipido
IVa a partir de las cepas de E. coli KPM316 y KPM318. El S-LPS de la E. coli K-235 se usé como control.

FIG. 34 Liberacion de la IL-8 en células HEK293 hTLR2 #2 estimuladas con las muestras de LPS/lipido IVa a
partir de las cepas de E. coli KPM316 y KPM318. El S-LPS de la E. coli K-235 se us6 como control.

FIG. 35 Mapas de los plasmidos pMAL-c2 y pMAL-p2 para la expresion citoplasmatica (panel superior) y
periplasmatica de MalE-LacZa. (panel inferior).

FIG. 36 Analisis mediante una SDS-PAGE de los extractos de proteinas (10 ug de cada uno) y de los medios de
cultivo (10 yl de cada uno). Los extractos de proteinas se prepararon a partir de células no inducidas y de células
después de un tiempo de induccion de 3 h. Los medios de cultivo se obtuvieron a partir de células cultivadas en
unas condiciones de induccion con IPTG durante una noche. Las muestras se resolvieron mediante el uso de
geles de poliacrilamida al 10 % y se tifieron con azul de Coomassie. Los marcadores de la masa molecular de la
proteina (Broad Rnage - Bio-Rad) se analizaron en los carriles M.

FIG. 37 Analisis mediante una SDS-PAGE de los extractos de proteinas (10 ug de cada uno) y de los medios de
cultivo (10 pl de cada uno). Los extractos de proteinas se prepararon a partir de células no inducidas y de células
después de un tiempo de induccion de 3 h. Los medios de cultivo se obtuvieron a partir de células cultivadas en
unas condiciones de induccion con IPTG durante una noche. Las muestras se resolvieron mediante el uso de
geles de poliacrilamida al 10 % y se tifieron con azul de Coomassie. Los marcadores de la masa molecular de la
proteina (Broad Orange - Bio-Rad) se analizaron en los carriles M.

FIG. 38 Analisis mediante una SDS-PAGE (panel superior) de los extractos de proteinas (8 ug de cada uno) y de
los medios de cultivo (10 pl de cada uno). Los extractos de proteinas se prepararon a partir de células no
inducidas y de células después de una induccién durante una noche. Los medios de cultivo se obtuvieron a partir
de células cultivadas en unas condiciones de induccion con IPTG durante una noche. Las muestras se
resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 10 % y se tifieron con azul de Coomassie. Para los
inmunotransferidos (panel inferior), se sometieron 8 ug de cada extracto de proteinas y 2,5 uyl de cada
sobrenadante del cultivo a una SDS-PAGE. Las membranas transferidas se sondearon con anticuerpos anti-
MalE y anti-IgG de raton de cabra conjugado con fosfatasa alcalina (H + L) y se desarrollaron en presencia de
sustrato de nitroblue tetrazolio (NBT) y de fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo (BCIP). Los marcadores de la
masa molecular de la proteina (Broad Range - Bio-Rad) se analizaron en los carriles M.

FIG. 39 Analisis mediante una SDS-PAGE (panel superior) de los extractos de proteinas (8 ug de cada uno) y de
los medios de cultivo (10 pl de cada uno). Los extractos de proteinas se prepararon a partir de células no
inducidas y de células después de una induccién durante una noche. Los medios de cultivo se obtuvieron a partir
de células cultivadas en unas condiciones de induccion con IPTG durante una noche. Las muestras se
resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 10 % y se tifieron con azul de Coomassie. Para los
inmunotransferidos (panel inferior), se sometieron 8 ug de cada extracto de proteinas y 2,5 uyl de cada
sobrenadante del cultivo a una SDS-PAGE. Las membranas transferidas se sondearon con anticuerpos anti-
MalE y anti-IgG de raton de cabra conjugado con fosfatasa alcalina (H + L) y se desarrollaron en presencia de
sustrato de nitroblue tetrazolio (NBT) y de fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo (BCIP). Los marcadores de la
masa molecular de la proteina (Broad Range - Bio-Rad) se analizaron en los carriles M.

FIG. 40 Analisis de inmunotransferencia de los extractos de proteinas (8 pg de cada uno) y de los medios de
cultivo (2,5 yl de cada uno). Los extractos de proteinas se prepararon a partir de células no inducidas y de
células después de un tiempo de induccion de 3 h. Los medios de cultivo eran a partir de células cultivadas en
unas condiciones de induccion con IPTG durante 3 h. Las muestras se resolvieron mediante el uso de geles de
poliacrilamida al 10 %, seguido del transferido y el sondeo de las membranas con anticuerpos anti-MalE y anti-
IgG de raton de cabra conjugado con fosfatasa alcalina (H + L) y se desarrollaron en presencia de sustrato de
NBT y de BCIP.

FIG. 41 Analisis mediante una SDS-PAGE de los extractos de proteinas (6 ug de cada uno) y de los medios de
cultivo (8 pl de cada uno) de las cepas pMAL-p2. Los extractos de proteinas se prepararon a partir de células no
inducidas y de células después de unos tiempos de induccion de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Los medios de
cultivo eran a partir de células después de la induccién de 3 h, 6 h, 12 h y 24 h. Las muestras se resolvieron
mediante el uso de geles de poliacrilamida al 10 % y se tifieron con azul de Coomassie. Los marcadores de la
masa molecular de la proteina (Broad Range - BioRad) se analizaron en los carriles M.

FIG 42 Analisis de inmunotransferencia de los extractos de proteinas (6 pg de cada uno) y de los medios de
cultivo (10 ul de cada uno) de las cepas pMAL-p2. Los extractos de proteinas se prepararon a partir de células no
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inducidas y de células después de unos tiempos de induccion de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Los medios de
cultivo eran a partir de células después de la induccién de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Las muestras se
resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 10 %, seguido del transferido y el sondeo de las
membranas con anticuerpos anti-MalE y anti-IgG de ratén de cabra conjugado con fosfatasa alcalina (H + L) y se
desarrollaron en presencia de sustrato de NBT y de BCIP.

FIG. 43 Mapas de los plasmidos pJexpress404:51149 y pJexpress404:51150 para la expresion citoplasmatica
(panel superior) y periplasmatica de ApoA1 (panel inferior).

FIG. 44 Analisis mediante una SDS-PAGE de los extractos de proteinas (6 ug de cada uno) preparados a partir
de la cepas BW30270/pJexpress404:51149 y KPM318/pJexpress404:51149. Los extractos de proteinas se
obtuvieron a partir de células no inducidas y de células después de unos tiempos de induccién de 3 h, de 6 h, de
12 h y de 24 h. Las muestras se resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 12 % y se tifieron con
azul de Coomassie. Los marcadores de la masa molecular de la proteina (Broad Range - Bio-Rad) se analizaron
en los carriles M. La flecha indica la proteina ApoA1.

FIG. 45 Analisis mediante una SDS-PAGE de los extractos de proteinas (6 ug de cada uno) preparados a partir
de la cepas KPM334/pJexpress404:51149 y KPM335/pJexpress404:51149. Los extractos de proteinas se
obtuvieron a partir de células no inducidas y de células después de unos tiempos de induccién de 3 h, de 6 h, de
12 h y de 24 h. Las muestras se resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 12 % y se tifieron con
azul de Coomassie. Los marcadores de la masa molecular de la proteina (Broad Rage - Bio-Rad) se analizaron
en los carriles M. La flecha indica la proteina ApoA1.

FIG. 46 Analisis mediante una SDS-PAGE de los extractos de proteinas (6 ug de cada uno) preparados a partir
de la cepa KPM336/pJexpress404:51149. Los extractos de proteinas se obtuvieron a partir de células no
inducidas y de células después de unos tiempos de induccién de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Las muestras se
resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 12 % y se tifieron con azul de Coomassie. Los
marcadores de la masa molecular de la proteina (Broad Range - Bio-Rad) se analizaron en los carriles M.

FIG. 47 Analisis mediante una SDS-PAGE de los extractos de proteinas (6 ug de cada uno) preparados a partir
de la cepas BW30270/pJexpress404:51150 y KPM318/pJexpress404:51150. Los extractos de proteinas se
obtuvieron a partir de células no inducidas y de células después de unos tiempos de induccién de 3 h, de 6 h, de
12 h y de 24 h. Las muestras se resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 12 % y se tifieron con
azul de Coomassie. Los marcadores de la masa molecular de la proteina (Broad Range - Bio-Rad) se analizaron
en los carriles M.

FIG. 48 Analisis mediante una SDS-PAGE de los extractos de proteinas (6 ug de cada uno) preparados a partir
de la cepas KPM334/pJexpress404:51150 y KPM335/pJexpress404:51150. Los extractos de proteinas se
obtuvieron a partir de células no inducidas y de células después de unos tiempos de induccién de 3 h, de 6 h, de
12 h y de 24 h. Las muestras se resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 12 % y se tifieron con
azul de Coomassie. Los marcadores de la masa molecular de la proteina (Broad Range - Bio-Rad) se analizaron
en los carriles M.

FIG. 49 Analisis mediante una SDS-PAGE de los extractos de proteinas (6 ug de cada uno) preparados a partir
de la cepa KPM336/pJexpress404:51150. Los extractos de proteinas se obtuvieron a partir de células no
inducidas y de células después de unos tiempos de induccion de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Las muestras se
resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 12 % y se tifieron con azul de Coomassie. Los
marcadores de la masa molecular de la proteina (Broad Range - Bio-Rad) se analizaron en los carriles M.

FIG. 50 Se evalu6 la densidad celular 6ptica (DOsoo) frente al niumero de células viables (ufc/ml) de la cepa
KPM335/pJexpress404:51150 durante el periodo de la expresién inducida de ApoA1.

FIG. 51 Analisis mediante una SDS-PAGE de los medios de cultivo procedentes de las cepas
BW30270/pJexpress404:51150 y KPM318/pJexpress404:51150. Los medios de cultivo se obtuvieron a partir de
células no inducidas y de células después de unos tiempos de induccién de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Las
muestras se resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 12 % y se tifieron con azul de Coomassie.
Para las cantidades de muestras cargadas, véanse las Tablas 7 - 11.

FIG. 52 Analisis mediante una SDS-PAGE de los medios de cultivo procedentes de las cepas
KPM334/pJexpress404:51150 y KPM335/pJexpress404:51150. Los medios de cultivo se obtuvieron a partir de
células no inducidas y de células después de unos tiempos de induccién de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Las
muestras se resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 12 % y se tifieron con azul de Coomassie.
Para las cantidades de muestras cargadas, véanse las Tablas 7 - 11.

FIG. 53 Andlisis mediante una SDS-PAGE de los medios de cultivo de KPM336/pJexpress404:51150. Los
medios de cultivo se obtuvieron a partir de células no inducidas y de células después de unos tiempos de
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induccion de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Las muestras se resolvieron mediante el uso de geles de
poliacrilamida al 12 % vy se tifieron con azul de Coomassie. Para las cantidades de muestras cargadas, véanse
las Tablas 7-11. Los marcadores de la masa molecular de la proteina (Broad Range - Bio-Rad) se analizaron en
los carriles M.

FIG. 54 Analisis de inmunotransferencia de los extractos de proteinas (3 pg de cada uno) de las cepas
BW30270/pJexpress404:51149 y KPM318/pJexpress404:51149. Los extractos de proteinas se prepararon a
partir de células no inducidas y de células después de unos tiempos de induccién de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24
h. Las muestras se resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 10 %, seguido del transferido y el
sondeo de las membranas con anticuerpo Penta-His y anticuerpos anti-IgG de ratén de cabra conjugados con
fosfatasa alcalina (H + L), y se desarrollaron en presencia de sustrato de NBT y de BCIP. Los marcadores de la
masa molecular de la proteina (Broad Range - Bio-Rad) se analizaron en los carriles M y se marcaron después
del transferido.

FIG. 55 Analisis de inmunotransferencia de los extractos de proteinas (3 pg de cada uno) de las cepas
KPM334/pJexpress404:51149 y KPM335/pJexpress404:51149. Los extractos de proteinas se prepararon a partir
de células no inducidas y de células después de unos tiempos de induccion de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Las
muestras se resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 10 %, seguido del transferido y el sondeo
de las membranas con anticuerpo Penta-His y anticuerpos anti-lgG de raton de cabra conjugados con fosfatasa
alcalina (H + L), y se desarrollaron en presencia de sustrato de NBT y de BCIP. Los marcadores de la masa
molecular de la proteina (Broad Range - Bio-Rad) se analizaron en los carriles M y se marcaron después del
transferido.

FIG. 56 Andlisis de inmunotransferencia de los extractos de proteinas (3 pug de cada uno) de la
KPM336/pJexpress404:51149. Los extractos de proteinas se prepararon a partir de células no inducidas y de
células después de unos tiempos de induccion de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Las muestras se resolvieron
mediante el uso de geles de poliacrilamida al 10 %, seguido del transferido y el sondeo de las membranas con
anticuerpo Penta-His y anticuerpos anti-IgG de ratén de cabra conjugados con fosfatasa alcalina (H + L), y se
desarrollaron en presencia de sustrato de NBT y de BCIP. Los marcadores de la masa molecular de la proteina
(Broad Rage - Bio-Rad) se analizaron en los carriles M y se marcaron después del transferido.

FIG. 57 Analisis de inmunotransferencia de los extractos de proteinas (3 pg de cada uno) de las cepas
BW30270/pJexpress404:51150 y KPM318/pJexpress404:51150. Los extractos de proteinas se prepararon a
partir de células no inducidas y de células después de unos tiempos de induccién de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24
h. Las muestras se resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 12 %, seguido del transferido y el
sondeo de las membranas con anticuerpo Penta-His y anticuerpos anti-IgG de ratén de cabra conjugados con
fosfatasa alcalina (H + L), y se desarrollaron en presencia de sustrato de NBT y de BCIP. Los marcadores de la
masa molecular de la proteina (Broad Range - Bio-Rad) se analizaron en los carriles M y se marcaron después
del transferido.

FIG. 58 Analisis de inmunotransferencia de los extractos de proteinas (3 pg de cada uno) de las cepas
KPM334/pJexpress404:51150 y KPM335/pJexpress404:51150. Los extractos de proteinas se prepararon a partir
de células no inducidas y de células después de unos tiempos de induccion de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Las
muestras se resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 12 %, seguido del transferido y el sondeo
de las membranas con anticuerpo Penta-His y anticuerpos anti-lgG de raton de cabra conjugados con fosfatasa
alcalina (H + L), y se desarrollaron en presencia de sustrato de NBT y de BCIP. Los marcadores de la masa
molecular de la proteina (Broad Range - Bio-Rad) se analizaron en los carriles M y se marcaron después del
transferido.

FIG. 59 Andlisis de inmunotransferencia de los extractos de proteinas (3 pug de cada uno) de la
KPM336/pJexpress404:51150. Los extractos de proteinas se prepararon a partir de células no inducidas y de
células después de unos tiempos de induccion de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Las muestras se resolvieron
mediante el uso de geles de poliacrilamida al 12 %, seguido del transferido y el sondeo de las membranas con
anticuerpo Penta-His y anticuerpos anti-IgG de ratén de cabra conjugados con fosfatasa alcalina (H + L), y se
desarrollaron en presencia de sustrato de NBT y de BCIP. Los marcadores de la masa molecular de la proteina
(Broad Range - Bio-Rad) se analizaron en los carriles M y se marcaron después del transferido.

FIG. 60 Analisis de inmunotransferencia de los medios de cultivo procedentes de las cepas
BW30270/pJexpress404:51150 y KPM318/pJexpress404:51150. Los medios de cultivo se obtuvieron a partir de
células no inducidas y de células después de unos tiempos de induccién de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Las
muestras se resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 12 %, seguido del transferido y el sondeo
de las membranas con anticuerpo Penta-His y anticuerpos anti-lgG de raton de cabra conjugados con fosfatasa
alcalina (H + L), y se desarrollaron durante una noche en presencia de sustrato de NBT y de BCIP. Para las
cantidades de muestras cargadas, véanse las Tablas 7 - 11.
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FIG. 61 Analisis de inmunotransferencia de los medios de cultivo procedentes de las cepas
KPM334/pJexpress404:51150 y KPM335/pJexpress404:51150. Los medios de cultivo se obtuvieron a partir de
células no inducidas y de células después de unos tiempos de induccién de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Las
muestras se resolvieron mediante el uso de geles de poliacrilamida al 12 %, seguido del transferido y el sondeo
de las membranas con anticuerpo Penta-His y anticuerpos anti-lgG de raton de cabra conjugados con fosfatasa
alcalina (H + L), y se desarrollaron durante una noche en presencia de sustrato de NBT y de BCIP. Para las
cantidades de muestras cargadas, véanse las Tablas 7-11.

FIG. 62 Analisis de inmunotransferencia de los medios de cultivo de la KPM336/pJexpress404:51150. Los
medios de cultivo se obtuvieron a partir de células no inducidas y de células después de unos tiempos de
induccion de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Las muestras se resolvieron mediante el uso de geles de
poliacrilamida al 12 %, seguido del transferido y el sondeo de las membranas con anticuerpo Penta-His y
anticuerpos anti-lgG de ratén de cabra conjugados con fosfatasa alcalina (H + L), y se desarrollaron durante una
noche en presencia de sustrato de NBT y de BCIP. Para las cantidades de muestras cargadas, véanse las
Tablas 7-11.

FIG. 63 Electroforesis en gel de agarosa de plasmidos pMAL-c2 aislados a partir de cuatro transformantes
seleccionados aleatoriamente de las cepas de E. coli BW30270/pMAL-c2, KPM318 (LB)/pMAL-c2 y KPM318 (LB
A5P/G6P)/pMAL-c2. Las muestras se sometieron a una electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 % en tampén
de TBE. Carril 1, pMAL-c2 control; carril 2, BW30270/pMAL-c2 (1); carril 3, BW30270/pMAL-c2 (2); carril 4,
BW30270/pMAL-c2 (3); carril 5, BW30270/pMAL-c2 (4); carril 6, KPM318 (LB)/pMAL-c2 (1); carril 7, KPM318
(LB)/pMAL-c2 (2); carril 8, KPM318 (LB)/pMAL-c2 (3); carril 9, KPM318 (LB)/pMAL-c2 (4); carril 10, KPM318 (LB
A5P/G6P)/pMAL-c2 (1); carril 11, KPM318 (LB A5P/G6P)/pMAL-c2 (2); carril 12, KPM318 (LB A5P/G6P)/pMAL-
c2 (3); carril 13, KPM318 (LB A5P/G6P)/pMAL-c2 (4); carril M, 1-kb mas una escalera de ADN (Invitrogen).

FIG. 64 Electroforesis en gel de agarosa de los plasmidos pMAL-c2 y pMAL-p2 aislados a partir de dos
transformantes seleccionados aleatoriamente de las cepas de E. coli KPM334/pMAL-c2, KPM334/pMAL-p2,
KPM335/pMAL-c2 y KPM335/pMAL-p2. Carril 1, pMAL-c2 control; carril 2, KPM334/pMAL-c2 (1); carril 3,
KPM334/pMAL-c2 (2); carril 4, KPM335/pMAL-c2 (1); carril 5, KPM335/pMAL-c2 (2); carril 6, pMAL-p2 control;
carril 7, KPM334/pMAL-p2 (1); carrii 8, KPM334/pMAL-p2 (2); carril 9, KPM335/pMAL-p2 (1); carril 10,
KPM335/pMAL-p2 (2); carriles M, 1-kb mas una escalera de ADN (invitrogen).

FIG. 65 Electroforesis en gel de agarosa de los productos de una PCR obtenidos mediante el uso del par de
cebadores 5ECIpxPctrl/3ECIpxPctrl para distinguir entre la presencia del gen natural [pxP y la mutacion de
inactivacion AlpxP en cepas KPM. Se usaron las biomasas de una potencial cepa BW30270 (F'121 Tn 10) (carril
1) y ocho transconjugantes resistentes a la tetraciclina KPM318 (F’121 Tn 10) (carriles 2 - 9) como moldes. El 1-
kb mas una escalera de ADN (Invitrogen) se muestra en el carril M.

FIG. 66 Mapa del plasmido colaborador pMAK705 KmR CATMUT.

FIG. 67 las cepas de E. coli TOP10 y XL1-Blue se transformaron con el plasmido pMAK705 KmR CATMUT. Las
cepas resultantes TOP10/pMAK705 KmR CATGUT y XL1-Blue/pMAK705 KmRCATMUT se sembraron por estrias
en placas con caldo LB + 30 yg/ml de kanamicina, y en LB + 30 pg/ml de kanamicina +15 pg/ml de cloranfenicol.

La FIG. 68 muestra la TABLA 1, que proporciona ejemplos de las cepas de E. coli construidas.

La FIG. 69 muestra la TABLA 2, que recoge la lista de picos de las glicoformas detectadas en E. coli KPM318
mediante el uso de ESI FT-ICR MS (FIGURA 27).

La FIG. 70 muestra la TABLA 3, que proporciona la densidad éptica y el nimero de células de las suspensiones
bacterianas inmediatamente antes de la induccion con IPTG.

La FIG. o muestra la TABLA 4, que proporciona la densidad optica y el niumero de células de las suspensiones
bacterianas después de una induccion de 3 h con IPTG.

La FIG. 72 muestra la TABLA 5, que proporciona la densidad éptica y el nimero de células de las suspensiones
bacterianas después de una induccion de 6 h con IPTG.

La FIG. 73 muestra la TABLA 6, que proporciona la densidad éptica y el nimero de células de las suspensiones
bacterianas después de una induccién de 12 h con IPTG.

La FIG. 74 muestra la TABLA 7, que proporciona la densidad éptica y el nimero de células de las suspensiones
bacterianas después de una induccién de 24 h con IPTG.

La FIG. 75 muestra la TABLA 8, que muestra proceso para la determinacion de la cantidad de medio de cultivo
obtenido a partir de las células inmediatamente antes de la induccién con IPTG.
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La FIG 76 muestra la TABLA 9, que muestra proceso para la determinacion de la cantidad de medio de cultivo
obtenido a partir de las células después de una induccién de 3 h.

La FIG. 77 muestra la TABLA 10, que muestra proceso para la determinacién de la cantidad de medio de cultivo
obtenido a partir de las células después de una induccién de 6 h.

La FIG. 78 muestra la TABLA 11, que muestra proceso para la determinacién de la cantidad de medio de cultivo
obtenido a partir de las células después de una induccion de 12 h.

La FIG. 79 muestra la TABLA 12, que muestra proceso para la determinacién de la cantidad de medio de cultivo
obtenido a partir de las células después de una induccion de 24 h.

La FIG. 80 muestra la TABLA 13, que proporciona el nUmero de células competentes.

La FIG. 81 muestra la TABLA 14, que proporciona las eficacias de transformacién para las cepas de E. coli
BW30270, KPM318 (LB) y KPM318 (LB A5P/G6P).

La FIG. 82 muestra la TABLA 15, que proporciona las eficacias de transformacién para las cepas de E. coli
KPM334, KPM335, KPM336 y KPM337.

La FIG. 83 muestra la TABLA 16, que proporciona los rendimientos de los plasmidos pMAL-c2 y pMAL-p2
aislados a partir de las cepas de E. coli BW30270, KPM318, KPM334, KPM335, KPM336 y KPM337.

La FIG. 84 muestra la TABLA 17, que describe el calculo de la cantidad del receptor (BW30270 y KPM318) que
se debe afiadir a 500 pl del donante (JC19022 F'121 Tn10).

La FIG. 85 muestra la TABLA 18, que describe el calculo de la cantidad del receptor (KPM334, KPM335,
KPM336 y KPM337) que se debe afiadir a 500 ul del donante (JC19022F-121 Tn10).

La FIG. 86 muestra la TABLA 19, que proporciona las densidades dpticas (DOgoo) de las cepas inmediatamente
antes de la infeccion con M13KO?7.

La FIG. 87 muestra la TABLA 20, que proporciona el nimero de colonias resistentes a la kanamicina después de
la infeccion de potenciales transconjugantes F'121 Tn10 con el fago colaborador M13KO?7.

La FIG. 88 muestra la TABLA 21, que proporciona las secuencias mencionadas en esta solicitud
Las FIG. 89, 90 y 91 muestran la ruta de construccion de cada de E. Coli.
Las FIG. 92A y 92B muestran un protocolo para los ensayos HEK-Blue.

Descripcion de las realizaciones preferidas

El lipido A, un componente del lipopolisacarido (LPS) que comprende dos residuos de glucosamina al que se han
unido seis cadenas de acilo, funciona como un agonista del receptor de tipo Toll 4 (TLR4/MD-2). El TLR4/MD-2 esta
presente en numerosas células del sistema inmunitario, por ejemplo, en macréfagos, monocitos y células
dendriticas. La activacion del TLR4/MD-2 a través del LPS/Lipido A puede dar lugar a la activacion de los
componentes y de las moléculas coestimulantes de la respuesta inmunitaria, causando finalmente una
endotoxicidad. Por ejemplo, cuando el LPS se une al TLR4/MD-2 (en los seres humanos), puede activarse la
produccion de citocinas, puede activarse el complemento y puede activarse la coagulacion. Las citocinas pueden
incluir la interleucina IL-1, 1I-6, IL-8, el factor necrosis de tumoral (TNF) (por ejemplo, el TNFa) y el factor de
activacion de las plaquetas. Dichas citocinas pueden estimular la produccion de los mediadores de la inflamacion y
el choque séptico (por ejemplo, prostaglandinas, leucotrienos). EI Complemento C3a y C5a puede provocar la
liberacion de histamina, que da lugar a una vasodilatacion y/o afecta a la quimiotaxia de los neutréfilos. El factor de
coagulacion sanguineo Factor Xl puede activar varias respuestas que dan como resultado una trombosis, una
activacion de la plasmina (fibrinolisis, hemorragia), y similares.

Las bacterias gramnegativas comprenden normalmente una mayoria de 6-acil LPS en sus membranas externas. La
presente invencion presenta bacterias gramnegativas viables que comprenden una membrana externa que carece
sustancialmente de componentes (por ejemplo, ligandos) que actian como agonistas del receptor de tipo Toll 4
(TLR4)/MD-2. Los componentes (por ejemplo, ligandos) pueden comprender el lipido A, un 6-acil lipido (por ejemplo,
6-acil LPS), y similares, o una combinacién de los mismos. Al contrario que el LPS normal (o el lipido A, el 6-acil
lipido), el lipido IVa, 0 4-acil LPS, se une menos fuertemente al TLR4/MD-2 humano y actia como un antagonista
suave del TLR-4/MD2 en lugar de como un agonista. En algunas realizaciones, el ligando que carece
sustancialmente en la membrana externa comprende un Lipido 1Va, o derivados del lipido IVa.
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Segun se usa en el presente documento, el término "carece sustancialmente" significa que la membrana externa
tiene desde aproximadamente cero del ligando agonista hasta un nivel de dicho ligando que no induce una
respuesta por encima de aproximadamente el 25 % de la sefial maxima en el ensayo de HEK-blue cuando se
afaden 20 pg de la membrana externa a un unico pocillo de ensayo. En algunas realizaciones, un ensayo de HEK-
Blue que puede usarse segun la presente invencion puede obtenerse en InvivoGen, 3950 Sorrento Valley Blvd.,
Suite 100, San Diego, CA 92121 (EE.UU.), n° de catalogo # hkb-htlr4, y el protocolo del ensayo esta indicado en la
FIG. 92. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la membrana externa que carece sustancialmente de un ligando que
actua como un agonista del receptor de tipo Toll 4 (TLR4/MD-2) significa que la membrana externa no tiene ningun
ligando. En algunas realizaciones, la membrana externa puede tener una baja cantidad de agonista del TLR4/MD-2
presente a un nivel que esta por debajo del limite deteccion en un ensayo basado en células HEK-blue cuando se
ensaya en forma de un extracto de membrana a hasta 20 ug por pocillo. La linea celular humana HEK-blue esta
disefiada para que sea muy sensible a la sefalizacion por el TLR4/MD-2, y este ensayo proporcionara una sefial
muy fuerte cuando haya presente Unicamente 20 pg del LPS por pocillo. En algunas realizaciones, se observa una
sefial muy baja (por ejemplo, menor de aproximadamente el 25 % del valor maximo) incluso a un nivel de 20 pug de
membrana externa por pocillo.

Algunas bacterias gramnegativas de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, Escherichia coli. Por
ejemplo, algunas especies gramnegativas lejanamente relacionadas, tales como especies de Pseudomonas también
pueden ser modificadas para que crezcan careciendo del agonista TLR4/MD2 como componente de su membrana
externa. En algunas realizaciones la limitacion de Escherichia es K-12, W3110, MG1655, B/r, BL21, O157:h7, 042,
101-1,1180, 1357, 1412, 1520, 1827-70, 2362-75, 3431, 53638, 83972, 929-78, 98NK2, ABU 83972, B, B088, B171,
B185, B354, B646, B7A, C, c7122, CFT073, DH1, DH5a, E110019, E128010, E74/68, E851/71, EAEC 042,
EPECa11, EPECa12, EPECa14, ETEC, H10407, F11, F18+, FVEC1302, FVEC1412, GEMS_EPEC1, HB101,
HT115, KO11, LF82, LT-41, LT-62, LT-68, MS 107-1, MS 119-7, MS 124-1, MS 145-7, MS 79-2, MS 85-1, NCTC 86,
Nissle 1917, NT:H19, NT:H40, NU14, O103:H2, O103:HNM, O103:K+, O104:H12, O108:H25, O109:H9, O111:H-
0111:H19, O111:H2, O111:H21, O111:NM, O115:H-, O115:HMN, O115:K+, O119:H6, O119:UT, 0O124:H40,
0127a:H6, 0127:H6, O128:H2, O131:H25, O136:H- O139:H28 (cepa E24377A / ETEC), O13:H11, O142:H6,
0145:H-, 0153:H21, O153:H7, 0O154:H9, 0157:12, O157:H-, O157:H12, O157:H43, O157:H45 O157:H7 EDL933,
0157:NM O15:NM, O177:H11, > O17:K52:H18 (cepa UMNO026 / EXPEC), O180:H- O1:K1 / APEC, 026, 026:H-,
026:H11, 026:H11:K60, O26:NM, O41:H-, O45:K1 (cepa S88 / EXPEC), O51:H-, O55:H51, O55:H6, O55:H7, O5:H-,
06, O63:H6, O63:HNM, 06:K15:H31 (cepa 536 / UPEC), O7:K1 (cepa IAI39 / EXPEC), 08 (cepa IAlI1), 081 (cepa
ED1a), O84:H-, O86a:H34, O86a:H40, O90:H8, 091:H21 O9:H4 (cepa HS), O9:H51, ONT:H-, ONT:H25, OP50,
Orough:H12, Orough:H19, Orough:H34, Orough:H37, Orough:H9, OUT:H12, OUT:H45, OUT:H6, OUT:H7,
OUT:HNM, OUT:NM, RN587/1, RS218, 55989 / EAEC, B / BL21,B / BL21-DE3, SE11, SMS-3-5 / SECEC, UTI89 /
UPEC, TA004, TA155, TX1999 o Vir68.

En algunas realizaciones, las bacterias gramnegativas viables de la presente invencion tienen una actividad reducida
de las isomerasas funcionales (API) de D-arabinosa-5-fosfato (A5P) KdsD y GutQ. La reducida actividad de las API
funcionales KdsD y GutQ puede ser el resultado de una inactivacion sustancial de las API, por ejemplo, un agente
quimico que funciona inactivando sustancialmente las API, una proteina negativa dominante que funciona
inactivando sustancialmente las API, un anticuerpo de fragmento del mismo que se une y funciona inactivando
sustancialmente las API, o similares. En algunas realizaciones, la reducida actividad de las API funcionales KdsD y
GutQ puede ser el resultado de una delecion o de una mutacion parcial o sustancial en los genes que codifican las
API (por ejemplo, kdsD, gutQ). Las bacterias pueden incluir las E. coli K-12 TCM15, BL21, BL21 (DE3), W3110.

MUTACIONES SUPRESORAS

Las bacterias gramnegativas viables de la presente invencion comprenden una mutacién supresora que permite el
crecimiento a pesar de carecer de agonistas del TLR4 en la membrana. Por ejemplo, las bacterias gramnegativas
viables pueden derivar de E. coli K-12 TCM15, que carece de los dos genes de API (por lo tanto carece del Kdo) y
no es viable salvo que se le suministre ASP exdgeno. Las bacterias gramnegativas viables pueden comprender una
mutacién supresora que permita que las bacterias sean viables a pesar de carecer de ambos genes de API (y del
Kdo). Las mutaciones supresoras pueden incluir mutaciones supresoras de ganancia de funcion, asi como
mutaciones supresoras de pérdida de funcién La mutacion supresora incluye una mutacion en un gen que codifica el
transportador MsbA codificado por msbA o la proteina de membrana YhjD codificada por yhjD. La mutacion
supresora puede proporcionar al transportador o a la proteina de membrana un aumento en la capacidad para
transportar el lipido IVa. La mutacidon supresora puede incluir una sustitucion de un aminoacido, por ejemplo, una
mutacioén en la posicion del aminoacido 18, o en la posicion 50, o en la posiciéon 283, o en la posicién 310, o en la
posicion 448 del MsbA o una mutacion en la posicion del aminoacido 134 de YhjD. En algunas realizaciones, la
mutacién supresora da como resultado una expresion regulada por aumento de un transportador (por ejemplo,
MsbA), aumentando la capacidad de las bacterias para transportar el lipido IVa. La mutacién supresora no se limita a
los ejemplos mencionados anteriormente. Algunas bacterias pueden incluir las E. coli K-12 KPM22, KPM22 L1,
KPM22 L11. En algunas realizaciones, las bacterias incluyen E. coli K-12 KPM22 L13, KPM22 L14, KPM22 L15,
KPM22 L18, KPM22 L20. En algunas realizaciones, pueden usarse los alelos supresores del gen msbA de E. coli en
especies de bacterias gramnegativas lejanamente relacionadas (tales como Pseudomonas) a pesar de que el propio
gen natural msbA de E. coli no puede sustituir al gen msbA nativo.
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CEPAS NO REVERSIBLES

En las bacterias gramnegativas naturales, las transferasas de O-acilo LpxL y LpxM afaden lipidos unidos por O al
Kdo2-Lipido IVa para formar un 6-acil lipido que funciona como un agonista del TLR4/MD-2. En ausencia del Kdo,
las transferasas de O-acilo LpxL y LpxM no consiguen usar el Lipido IV, como sustrato y no afiaden los lipidos
unidos por O. Sin embargo, es posible que mutaciones en la IpxL (que codifica LpxL) o en la IpxM (que codifica
LpxM) puedan alterar la especificidad de las enzimas, permitiendo que las transferasas usen el lipido IVa como
sustrato, y generando asi un 6-acil lipido que funciona como un agonista del TLR4/MD-2. O pueden aparecer
mutaciones en promotores o en reguladores de JpxP o de pagP, activando la expresion de estas transferasas
normalmente ausentes o con muy poca abundancia. O pueden aparecer mutaciones en promotores o en
reguladores de IpxL o de IpxM, que pueden activar su sobreexpresion.

Para ayudar a evitar estas situaciones, las bacterias de la presente invencion pueden comprender adicionalmente
una delecion (por ejemplo, una delecion parcial, una delecion sustancial, etc.) en uno o mas de los siguientes genes:
IpxL, IpxM, pagP y IpxP. O, en algunas realizaciones, una o mas enzimas (por ejemplo, LpxL, LpxM, PagP, LpxP)
estan sustancialmente inactivadas en las bacterias. En algunas realizaciones, el gen epfA que codifica la transferasa
de fosfoetanolamina del lipido A esta parcialmente o sustancialmente delecionado. En algunas realizaciones, la
bacteria es E. coil K-12 KPM279 (KPM22 AlpxL::Km') KPM 280 (KPM22 AlpxM::Km'), KPM 288 (KPM22 L1
AlpxL::Km*), KPM 290 (KPM22 L11 AlpxL::Km®), KPM 296 (KPM22 L11 AlpxL), KPM 300 (KPM22 L11 AlpxL
AlpxM::Km'), KPM 303 (KPM22 L11 AlpxL MpxM), KPM310 (KPM22 L11 AlpxL AlpxM ApagP::Km'), KPM312
(KPM22 L11 AlpxL AlpxM ApagP), KPM314 (KPM22 L11 AlpxL AlpxM ApagP AlpxP::Km'), KPM316 (KPM22 L11
AlpxL AlpxM ApagP AlpxP), KPM317 (KPM22 L11 AlpxL AjpxM ApagP AlpxP AeptA::Km') o KPM 318 (KPM22 L11
AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA) o derivados adicionales de estas cepas.

HERRAMIENTAS DE LABORATORIO

La presente divulgacion también describe herramientas de laboratorio, reactivos, cepas (por ejemplo, cepas de base,
cepas donantes), y similares, derivadas de las bacterias gramnegativas viables segun se describe. Por ejemplo, las
bacterias de la presente invencién pueden ser competentes para la captacion de ADN extracelular. Las bacterias
pueden ser electrocompetentes. Las bacterias pueden comprender un medio para conferir resistencia a un
antibiotico (por ejemplo, a kanamicina, penicilina, neomicina, ampicilina, etc.). Las bacterias pueden comprender un
medio para expresar proteinas para el cribado de alto rendimiento con células. Las bacterias pueden comprender un
medio para expresar proteinas recombinantes para investigacion y/o para un uso terapéutico y/o diagnostico.

Las bacterias pueden comprender al menos una mutacién supresora adicional que permite el crecimiento por
encima de 37 grados Celsius (por ejemplo, a 42 grados Celsius). Las mutaciones supresoras adicionales pueden
estabilizar, por ejemplo, la membrana externa de las bacterias o mejorar el transporte de un precursor toxico lejos de
la membrana interna. En algunas realizaciones, las bacterias pueden crecer exponencialmente por encima de 37
grados Celsius, por ejemplo, a aproximadamente 38 grados Celsius, a aproximadamente 39 grados Celsius, a
aproximadamente 40 grados Celsius, a aproximadamente 41 grados Celsius, a aproximadamente 42 grados Celsius.

En algunas realizaciones, las bacterias muestran un tiempo de duplicacion de la fase exponencial de menos de
aproximadamente 30 minutos por encima de 37 grados Celsius. O las bacterias pueden mostrar un tiempo de
duplicacién de la fase exponencial de menos de 35 minutos o de menos de 40 minutos o de menos de
aproximadamente 45 minutos por encima de 37 grados Celsius. En algunas realizaciones, las bacterias muestran un
tiempo de duplicacion de la fase exponencial de menos de aproximadamente 30 minutos (0 de menos de
aproximadamente 35 minutos o de menos de aproximadamente 40 minutos o de menos de aproximadamente 45
minutos) por encima de 40 grados Celsius. En algunas realizaciones, las bacterias muestran un tiempo de
duplicacioén de la fase exponencial de menos de aproximadamente 30 minutos (o de menos de aproximadamente 35
minutos o de menos de aproximadamente 40 minutos o de menos de aproximadamente 45 minutos) a 42 grados
Celsius. En algunas realizaciones, la cepa bacteriana es E. coil K-12 KPM296-6.

En algunas realizaciones, las mutaciones supresoras adicionales pueden alterar (por ejemplo, mejorar) la capacidad
de las bacterias de crecer en varias concentraciones salinas. En algunas realizaciones, las bacterias gramnegativas
viables son viables a una concentracion salina (NaCl) de entre aproximadamente 0,1 My 0,9 M.

Las cepas donantes pueden proporcionar la capacidad para construir rapidamente nuevas variantes de cepas. Las
cepas donantes pueden comprender una o mas de las modificaciones de genes mencionadas anteriormente, por
ejemplo, deleciones parciales o sustanciales en uno de los siguientes genes: IpxL, IpxM, IpxP, pagG, eptA, kdsD,
gutQ), etc. Cada construccion por delecion donante tiene un casete de un gen marcador seleccionable que sustituye
a la secuencia de ADN delecionada, y el casete esta flanqueado por sitios de delecion especificos de sitio en una
orientacion y una disposicion tales que pueden ser usados posteriormente para delecionar el casete del gen
marcador seleccionable cuando la correspondiente recombinasa es introducida de forma transitoria o temporal en la
cepa.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2611833 T3

En algunas realizaciones, las bacterias comprenden adicionalmente un plasmido F, un plasmido F’ o genes que
codifican la produccion de pilus F. En algunas realizaciones, las bacterias pueden propagar bacteriéfagos fd, M13, o
bacteriofagos relacionados con fd o con M13. En algunas realizaciones, un gen que codifica para una enzima de
restriccion del ADN o para la enzima de metilacién del ADN estd mutado o delecionado. Esto puede permitir un
aumento en la transformacién y/o en la clonacion de ADN sin modificar o de ADN amplificado mediante una PCR. En
algunas realizaciones un gen que codifica recA o endA esta mutado, parcialmente delecionado o sustancialmente
delecionado. Dicha inactivacion o deleciéon de recA da como resultado un hospedador que produce
predominantemente plasmidos de ADN monomérico después de la transformacién con un plasmido. La inactivacion
de endA da lugar a un aumento en los rendimientos del ADN superenrrollado de un plasmido introducido en dicha
cepa.

La presente divulgacion también describe una membrana externa de una bacteria gramnegativa que carece
sustancialmente de un ligando que es un agonista de un receptor TLR4/MD2.

Las bacterias de la presente invenciéon pueden usarse como cepas donantes. En algunas realizaciones, las cepas
donantes pueden comprender una membrana externa que carece sustancialmente de un ligando que actia como un
agonista del TLR4/MD2. En algunas realizaciones, las cepas donantes comprenden un casete de ADN que
comprende un gen que tiene una delecion en el marco abierto de lectura. Por ejemplo, el gen puede seleccionarse
entre el grupo que consiste en IpxL, IpxM, pagP, IpxP'y eptA. El casete de ADN puede comprender adicionalmente
un medio para conferir resistencia a un antibiético y/o un componente de recombinasa.

Las bacterias de la presente invencion pueden conservar secuencias "cicatriz" de ADN en el (los) sitio(s) de las
deleciones génicas modificadas, particularmente en uno o mas de los genes seleccionados entre el grupo que
consiste en kdsD, gutQ, IpxL, IpxM, pagP, IpxP y eptA. La "cicatriz" se produce tras la delecion del casete
seleccionable mediante una recombinacién especifica de sitio. La recombinasa puede ser una seleccionada entre el
grupo que consiste en FLP, Cre, Int/Xis, Hin, Gin o similares. La cicatriz producida puede ser activa para una
posterior recombinacion por parte de la misma recombinasa, o como alternativa, la cicatriz puede ser inactiva para
acontecimientos de recombinacion adicionales por parte de la misma recombinasa. La delecién del ADN del casete
seleccionable da como resultado una cepa que puede ser usada de nuevo como receptora para una posterior
transferencia de una delecion génica adicional mediante el uso de un casete seleccionable similar, facilitando asi la
construccion de multiples deleciones génicas en una Unica cepa.

METODOS

La presente divulgacion también describe métodos de seleccion de una bacteria gramnegativa que carece
sustancialmente de un ligando que actia como un agonista del TLR4/MD2, en los que la bacteria es capaz de un
crecimiento exponencial a una temperatura por encima de 40 grados Celsius. El método puede comprender el
cultivo de la bacteria que carece sustancialmente del ligando que actia como un agonista del receptor TLR4/MD2
(por ejemplo, el lipido A, el 6-acil lipido, etc.) y que tiene una mutacion supresora que permite el crecimiento a entre
aproximadamente 30 y 40 grados Celsius. Después las bacterias pueden colocarse en placas con un medio
nutriente adecuado e incubarse a 42 grados Celsius. Las colonias individuales que aparecen en dichas condiciones
representan las bacterias que carecen sustancialmente del ligando que actia como un agonista del TLR4/MD2 y son
capaces de un crecimiento exponencial a 42 grados Celsius.

La presente divulgacion también describe métodos de construccion de bacterias que carecen sustancialmente de un
gen seleccionado entre el grupo que consiste en IpxL, IpxM, pagP, IpxP'y eptA. El método comprende la obtencion
de una bacteria gramnegativa viable que comprende (i) una membrana externa que carece sustancialmente de un
ligando que actia como un agonista del TLR4/MD2 vy (ii) un casete de ADN que comprende un gen modificado,
siendo el gen modificado un gen objetivo modificado que tiene una delecidon en el marco de lectura abierto,
comprendiendo adicionalmente el casete de ADN un medio para conferir resistencia a un antibiético, y estando
adicionalmente flanqueado por los sitios objetivo apropiados para una recombinasa especifica de sitio. El método
comprende adicionalmente someter las bacterias a una transduccion con P1vir y la sustitucion del gen objetivo por el
gen del casete de resistencia modificado a través de una recombinaciéon homéloga. Posteriormente, se introduce en
las células una enzima recombinasa dirigida al sitio o el ADN que codifica la enzima, y esta enzima actua sobre los
correspondientes sitios de reconocimiento que flaquean el casete para catalizar la recombinacion, dejando una
secuencia de cicatriz Unicamente en el cromosoma (véase el siguiente Ejemplo 3). Alternativamente, el casete de
delecién génica descrito anteriormente puede ser introducido en el cromosoma de la cepa directamente mediante el
uso de una forma lineal amplificada mediante una PCR del casete a través del método de recombinacion homodloga
"red-gam" (véase BMC Molecular Biology 2008, 9:20). Como anteriormente, el gen de resistencia es posteriormente
delecionado mediante el uso de una etapa de recombinacion especifica de sitio, dejando de nuevo una secuencia de
"cicatriz". La transduccion con P1vir, la recombinacion red-gam mediante el uso de un ADN lineal y la recombinacion
dirigida al sitio son todas técnicas bien conocidas por el experto habitual en la materia.

Las bacterias, por ejemplo, las bacterias gramnegativas tales como E. coli, se usan habitualmente como sistemas de

expresion para la amplificacion de ADN o para la expresion de proteinas de interés. En algunos casos, el ADN o la
proteina recogidos obtenidos a partir de las bacterias pueden estar contaminados por los componentes de la
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bacteria, por ejemplo, ligandos que actian como agonistas del TLR4/MD- 2 (por ejemplo, el lipido A, el LPS). La
contaminacion puede tener efectos perjudiciales sobre experimentos y procedimientos posteriores, tales como una
transfeccion transitoria de lineas celulares hospedadoras de mamifero, el tratamiento de células de mamifero
cultivadas que sirven como lineas indicadoras en ensayos de cribado basados en células.

La presente invencion también presenta métodos para la produccion de muestras de ADN sustancialmente exentas
de un ligando que actia como un agonista del TLR4/MD-2. El método puede comprender la obtencion de bacterias
gramnegativas que comprenden una membrana externa que carece sustancialmente del ligando que actua como un
agonista del TLR4/MD-2. Las bacterias son generalmente competentes para la captacion de ADN extracelular.
Puede introducirse un vector de ADN en las bacterias a través de los métodos estandar bien conocidos por los
expertos habituales en la materia. Las bacterias funcionan amplificando el vector de ADN, y las bacterias pueden
cultivarse en un medio apropiado. La muestra de ADN amplificada puede recogerse a partir de las bacterias a través
de un protocolo de aislamiento de ADN estandar bien conocido por los expertos habituales en la materia. Debido a
que las bacterias usadas para la amplificacion del ADN carecen sustancialmente del ligando que actia como un
agonista del TLR4/MD-2, la muestra de ADN también carece sustancialmente del ligando. El ADN aislado a partir de
estas bacterias es de particular uso en la transfeccién transitoria de células de mamifero para la expresion de las
proteinas codificadas por el plasmido. ElI LPS de la E. coli normal empleada como hospedador del plasmido puede
afectar negativamente a la productividad y al rendimiento de la proteina de los procedimientos de transfeccion
transitoria.

La presente invencion también presenta métodos de produccion de muestras de proteinas sustancialmente exentas
de un ligando que actua como un agonista del TLR4/MD2. El método puede comprender la obtencion de bacterias
gramnegativas que comprenden una membrana externa que carece sustancialmente del ligando que actua como un
agonista del TLR4/MD2 (las bacterias son competentes para la captacion de ADN extracelular) y la introduccion de
una construccion de un vector de expresion de ADN en las bacterias a través de los protocolos estandar bien
conocidos para los expertos habituales en la materia. La construcciéon del vector de expresion de ADN comprende
tanto un gen que codifica una proteina de interés expresada a partir de un promotor funcional, como un gen
marcador seleccionable. En algunas realizaciones, las bacterias comprenden mutaciones en o deleciones de al
menos uno de los siguientes genes: /olA, lolB o Ipp.

Las bacterias transformadas con las construcciones de vectores de expresion de ADN pueden cultivarse a
continuacion (por ejemplo, a través de los métodos estandar) de forma que se permita que las bacterias expresen la
proteina de interés. En algunas realizaciones, las bacterias son inducidas para que expresen la proteina de interés.
Después la proteina de interés puede recogerse a partir de las bacterias a través de los métodos habituales. En
algunas realizaciones, las bacterias se retiran del medio de cultivo para dejar atras la proteina de interés en el
medio. Debido a que las bacterias usadas para la expresion de la proteina carecen del ligando que actia como un
agonista del TLR4/MD-2, la muestra proteica también carecera sustancialmente del ligando.

Las colecciones son herramientas extremadamente Utiles para el cribado de diversas variantes de proteinas. La
presente divulgacion también describe una coleccion de bacterias, estando las bacterias sustancialmente exentas de
un ligando que actia como un agonista del TLR4/MD2. La coleccién de bacterias puede expresar una serie de
variantes de una proteina. La coleccién de bacterias puede usarse para el cribado de variantes de proteinas para
comprobar su actividad en un ensayo basado en células de mamifero, sin embargo, la presente divulgacién no esta
limitada a los ensayos basados en células de mamifero. Los miembros de la coleccién pueden ser generados a
través de la expresion en fagos, a través de la mutagénesis de un vector de plasmido que expresa un miembro
prototipo de la coleccién, o a través de otros métodos estandar.

Pueden proporcionarse diversos reactivos, cepas, y similares (o combinarse con otros reactivos, cepas, y similares)
en forma de un kit. Por ejemplo, el kit puede comprender una bacteria gramnegativa viable que tiene una membrana
externa sustancialmente exenta de un ligando que actia como un agonista del TLR4/MD2, en el que la bacteria es
competente para la captacion de ADN extracelular.

Ejemplos

Los ejemplos proporcionados a continuacién son meramente ejemplos para clarificar adicionalmente la presente
invencion, y no limitan el ambito de la invencion en modo alguno.

Ejemplo 1: determinacion de las tasas de crecimiento

Los siguientes ejemplos describen las mediciones de las tasas de crecimiento de varias cepas segun la presente
invencion. La presente invencion no esta limitada a los siguientes ejemplos. Las tasas de crecimiento de las cepas
pueden ser determinadas mediante la monitorizacion de las densidades celulares a 600 nm de los cultivos en
crecimiento exponencial. Los cultivos recientes de una noche pueden diluirse a 1:50 en medio precalentado para
continuar el crecimiento de las bacterias hasta la fase de crecimiento exponencial intermedio (DOgoo de entre 0,5 y
0,6). Después, los cultivos pueden diluirse de nuevo hasta una DOey de aproximadamente 0,005 en medio
precalentado para mantener las células creciendo exponencialmente para la determinacién de los tiempos de
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generacion. El medio puede comprender medio Luria-Bertani (LB) y puede comprender adicionalmente 10 g/l de
NaCl. Segun se muestra en la FIG. 1, todas las KPM22 L1, KPM22 L11, KPM22 L13, KPM22 L18 y KPM22 L20 se
cultivaron a 37 grados Celsius. La KPM22 L1,Ja KPM22 L11 y la KPM22 L18 tuvieron unos tiempos de generacion
de entre aproximadamente 36 y 44 minutos.

Seglin se muestra en la FIG. 2, la cepa de E. coli KPM288 (KPM22 L1 AlpxL::Km®) y la cepa KPM290 (KPM22 L11
AlpxL::Km®) se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB) a 37 grados Celsius o en medio LB complementado con 5-
fosfato de D-arabinosa 15 yM (A5P) y 6-fosfato de D-glucosa 10 uM (G6P) a 37 °C. Se calcul6 que los tiempos de
generacion en medio LB eran como sigue: KPM288 45 min, KPM290 43 min. Los resultados del crecimiento en
medio LB complementado con A5P y G6P eran como sigue: la KPM288 dejé de crecer exponencialmente después
de 2-3 generaciones, KPM290 46 min.

Segun se muestra en la FIG. 3, la cepa de E. coli KPM303 (KPM22 L11 AlpxL AlpxM) se cultivé a 37 °C en medio
LB, en medio LB complementado con A5P 15 uM y G6P 10 uM, en medio Super Broth (SB) (que contiene 10 g/l de
NaCl) o en medio SB (que contiene 10 g/l de NaCl) complementado con A5P 15 uM y G6P 10 uM. El medio SB no
mejora la tasa de crecimiento de KPM303 en comparacion con el medio LB. Sin embargo, al contrario que el cultivo
en el medio LB complementado con A5P y G6P, la KPM303 continué creciendo exponencialmente después de 2-3
generaciones cuando se cultivd en SB complementado con A5P y G6P.

Segun se muestra en la FIG. 4, las cepas de E. coli KPM303 (KPM22 L11 AlpxL AlpxM), KPM312 (KPM22 L11 AlpxL
AlpxM ApagP) y KPM316 (KPM22 L11 AlpxL AlpxM ApagP AlpxP) se cultivaron a 37 °C en medio SB o en SB
complementado con A5P 15 uM y G6P 10 uM. Los tiempos de generacion en medio SB eran como sigue: KPM303
54 min, KPM312 50 min, KPM316 46 min. Los tiempos de generacion en medio SB complementado con A5P y G6P
eran como sigue: KPM303 39 min, KPM312 42 min, KPM316 42 min.

Segun se muestra en la FIG. 5, la cepa de E. coli KPM316 se cultivd a 37 °C en medio SB complementado con
MgSO4 10 mM y CaCl, 2 mM o en medio SB complementado con MgSO4 10 mM, CaCl; 2 mM, A5P 15 uM y G6P 10
M. La KPM316 tuvo un tiempo de generaciéon de 51 min en SB con MgSO4 10 mM y CaCl; 2 mM. La KPM316 tuvo
un tiempo de generacion de 46 minutos en SB con MgSO4 10 mM, CaCl, 2 mM, A5P 15 uM y G6P 10 pM.

Segun se muestra en la FIG. 6, las cepas de E. coli KPM316 y KPM318 se cultivaron a 37 °C en medio SB o en
medio SB complementado con A5P 15 pM y G6P 10 yM. Las KPM316 y KPM318 mostraron unos tiempos de
generacion de 39-44 min en estos medios.

Ejemplo 2: generacion de cepas resistentes a la temperatura

El siguiente ejemplo describe la generacion de un derivado resistente a la temperatura de la KPM296. La presente
invencion no esta limitada al siguiente ejemplo. Los cultivos recientes de una noche de KPM296 cultivada en medio
LB a 37 °C pueden colocarse en placas de agar LB e incubarse a 42 °C. La incubacion a 42 °C puede continuar
durante varios dias, por ejemplo, entre cuatro y cinco dias. Pueden aparecer clones con capacidad de formacion de
colonias a 42 °C (que representan los derivados resistentes a 42 °C de la KPM296). Las cepas resistentes a 42 °C
pueden ser confirmadas mediante el cultivo durante una noche en placas de agar LB a 42 °C. La KPM296-6 es un
derivado resistente a 42 °C de la KPM296.

Segun se muestra en la FIG. 7, las cepas de E. coli KPM296-6 y KPM316 (KPM22 L11 AlpxL AlpxM ApagP AlpxP)
se cultivaron a 37 °C en SB con MgSO4 10 mM y CaCl, 2 mM, o en SB con MgSO4 10 mM, CaCl, 2 mM, A5P 15 uM
y G6P 10 uM. La tasa de crecimiento de la KPM296-6 en medio SB con MgSO4 10 mM y CaCl, 2 mM era de 48 min.
En SB con MgS0O4 10 mM, CaCl; 2 mM, A5P 15 uM y G6P 10 pM, la tasa de crecimiento de la KPM296-6 era de 42
min.

Segun se muestra en la FIG. 8, se cultivd una serie de cepas de E. coli aisladas independientemente a partir de
selecciones paralelas a 42 °C a partir de KPM296 en medio SB a 42 °C. Practicamente todas las cepas clinicas
ensayadas, incluyendo la KPM296-6, mostraron un crecimiento exponencial a 42 °C, con una amplia variacién en los
tiempos de duplicacion. La cepa parental, KPM296, fue incapaz de crecer en LB ni en medio SB a 42 °C.

La KPM316 y la KPM318 también se han usado con éxito en la seleccion de una serie de cepas clinicas
independientes capaces de crecer a 42 °C mediante este método.

Ejemplo 3: construccion de la cepa

El siguiente ejemplo describe la construccion de varias de las cepas mencionadas anteriormente. La presente
invencion no esta limitada a estos ejemplos. Pueden generarse casetes de resistencia a la kanamicina dirigidos a los
genes Ipxl, IpxM, pagP, IpxP ylo eptA en cepas donantes mediante el uso del procedimiento de la recombinasa del
fago ARed y transferirse después a una cepa KPM mediante una transduccion con P1vir. La escision del gen de
resistencia a la kanamicina puede llevarse a cabo en presencia de la recombinasa FLP y puede eliminarse el
plasmido colaborador sensible a la temperatura pCP20. La transduccion con P1vir y otras técnicas similares son
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bien conocidas por los expertos habituales en la materia.

Por ejemplo, puede generarse el casete AlpxL::Km* en KPM22 para producir la cepa KPM279 (KPM22 AlpxL::Km*).
La KPM279 puede usarse como donante para la transferencia del casete AlpxL::Km" a la KPM22 L1 a través de una
transduccién con P1vir para producir la cepa KPM288 (KPM22 L1 AlpxL::Km®) o a KPM22 L11 a través de la
transduccion con P1vir para producir la cepa KPM290 (KPM22 L1 AlpxL::Km®).

Ademas, la cepa KPM316 (KPM22 L11 AlpxL AlpxM ApagP AlpxP) puede obtenerse a través de deleciones
sucesivas de las transferasas de acilo (en el siguiente orden) mediante el uso de la KPM280 (KPM22 AlpxM::Km*),
de BW30270 AlpxP::Km" y de BW30270 ApagP::Km* como cepas donantes de los casetes de direccionamiento,
respectivamente: KPM 290 (KPM22 L11 AlpxL::Km®) > KPM 296 (KPM22 L11 AlpxL) > KPM 300 (KPM22 L11 AlpxL
ApxM::Km®) > KPM 303 (KPM22 L11 AlpxL AlpxM) > KPM310 (kPM22 L11 AlpxL AjpxM ApagP::Km®) > KPM312
(KPM22 L11 AlpxL AlpxM ApagP) > KPM314 (KPM22 L11 AlpxL AlpxM ApagP AlpxP::Km*) > KPM316 (KPM22 L11
AlpxL AlpxM ApagP AlpxP).

La KPM318 derivaba de la KPM316 mediante una transduccién con P1vir de la AeptA:Km® creada mediante el
procedimiento de la recombinasa ARed en la BW30270 AeptA::Km" para dar la KPM317 (KPM316 AeptA::Km®) que
a continuacién se curd del casete Km mediante una expresion transitoria de la recombinasa FLP. Se us6 una
amplificacién mediante una PCR mediante el uso de cebadores que flanquean cada deleciéon para confirmar las
deleciones frente al ADN de control con respecto a la parental BW30270 (FIG 9). En cada caso, la cepa parental
muestra un producto de la PCR mayor con los cebadores que flanquean el gen delecionado en la KPM318.

Ejemplo 4: otros reactivos y métodos

El siguiente ejemplo describe otros reactivos y métodos que pueden usarse segun la presente invencion. La
presente invencion no esta limitada a estos ejemplos.

La presencia de una endotoxina (por ejemplo, el LPS) puede ser detectada a través de ensayos estandar. Por
ejemplo, pueden usarse los kits de deteccion de LPS de HEK-Blue™ (invivogen, San Diego, CA). En este ensayo,
las células HEK-Blue™-4 son extremadamente sensibles al LPS (lipido A) y pueden usarse para detectar unas
concentraciones de LPS (lipido A) tan bajas como de 0,3 ng/ml. El ensayo puede llevarse a cabo segun el protocolo
del fabricante.

Con el kit deteccion de LPS de HEK-Blue™ se ensayaron células completas y también extractos de la membrana de
las células. Se prepararon células y membranas externas naturales de control a partir de la BW30270 parental y se
ensayaron con muestras de células y extractos de KPM316 y de KPM318. Los resultados, mostrados en la FIG. 10,
demuestran que el ensayo de LPS HEK-Blue™ es extremadamente sensible a la endotoxina LPS, respondiendo a
tan poco como 2 pg de LPS. Las sefiales en cualquiera de las muestras preparadas a partir de KPM316 o de
KPM318 estaban esencialmente en los niveles de fondo, incluso con la adicion de 20 microgramos de membrana
externa en el ensayo, 9 6rdenes de magnitud menos potente para la sefializacion TLR4/MD2. Las células completas
de KPM316 o de KPM318 también eran incapaces de desencadenar una sefial significativa con el mayor nivel
ensayado, al contrario que las células completas de BW30270, que proporcionaron una respuesta significativa a
unos niveles 4 érdenes de magnitud menores.

El andlisis de los espectros de masas con ESI de los extractos de la membrana externa de KPM316 muestra las
esperadas masas prominentes para el lipido IVA y el lipido IVA-Etanolamina (FIG. 11 panel A). La ESI-MS de las
membranas externas de KPM318 mostraron unicamente el lipido IVA (FIG. 10 panel A), segun se esperaba, dado
que la transferasa de etanolamina habia sido delecionada de esta cepa.

La transduccion con P1vir es un método estandar usado para mover genes/alelos desde una cepa donante hasta
una cepa receptora a través del P1vir, un bacteriéfago mutante que entra en la fase litica tras la infeccion. El P1
(P1vir) puede empaquetar aproximadamente 90 kb de ADN, por lo que generalmente se usa con un marcador
seleccionable. Para llevar a cabo dichos experimentos, se cultivan las cepas donantes (y las cepas receptoras).
Después puede afadirse el P1vir al cultivo de la cepa donante y monitorizarse hasta que el cultivo se haya lisado
completamente. Después se recoge el lisado y se afiade al cultivo de las células receptoras. Después de la
incubacion de las células receptoras con el lisado, las células receptoras se colocan en placas con medio selectivo
para seleccionar las colonias con el marcador seleccionable (y por lo tanto, el gen de interés).

La secuencia completa de la cepa de E. coli K-12 se proporciona en Blattner FR et al. (Science, 5 de septiembre de
1997; 277 (5331): 1453-62) y en Riley M et al. (Nucleic Acids Res., 5 de enero de 2006; 34 (1): 1-9. Impresion de
2006). La generacion de la cepa KPM316 se detalla en la Figura 12. El msbA52 sustituye al alelo natural de msbA,
en el que una C en 965895 es sustituida por una T, dando como resultado una Serina en lugar de una Prolina en el
aminoacido 18 de la proteina MsbA (Figura 12a). Los siguientes fueron delecionados de la cepa parental: AgutQ
(Figura 12b), AkdsD (Figura 12c), AlpxL (Figura 12d), AlpxM (Figura 12e), ApagP (Figura 12f) y AlpxP (Figura 12 g).
Se comparé la secuencia de la KPM316 con la de la cepa natural MG1655 (Figura 13). Las funciones de estas
mutaciones son desconocidas.
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La generacion de la cepa KPM318 se detalla en la Figura 14. El msbA52 sustituye al alelo natural de msbA, en el
que una C en 965895 es sustituida por una T, dando como resultado una Serina en lugar de una Prolina en el
aminoacido 18 de la proteina MsbA (Figura 14a). Los siguientes fueron delecionados de la cepa parental: AgutQ
(Figura 14b), AkdsD (Figura 14c), AlpxL (Figura 14d), AlpxM (Figura 14e), ApagP (Figura 14f), AlpxP (Figura 14 g) y
AeptA (Figura 14f). Algunos ejemplos de las cepas generadas se proporcionan en la Tabla 1.

Las cepas KPM318 y BW30270 se secuenciaron en las instalaciones de secuenciacion Scripps Core DNA mediante
el uso de un secuenciador de ADN lllumina. Las secuencias se generaron mediante el uso de lecturas de extremos
apareados de 40 o 60 bases. Se prepararon muestras de ADN a partir de cada cepa y se usaron para generar
colecciones con etiquetas terminales. Se analizaron hasta seis colecciones por carril, junto con un carril de
referencia. Los otros carriles se usaron para lecturas adicionales de un ADN no relacionado, que servia como control
interno adicional. Los polimorfismos de nucledtido individual (SNP) se refieren a todos los cambios de bases
individuales definidos como 100 % mutantes por los programas de analisis Scripps cuando se comparan con el
genoma de referencia, la cepa Blattners MG1655. Los polimorfismos de delecion/insercion (DIP) se refieren a todas
las deleciones o inserciones (de hasta 6 pb) definidas por los programas de analisis Scripps, de nuevo mediante el
uso de MG1655 como referencia. Unicamente se proporcionan aquellas seleccionadas con unas lecturas del 100 %.
Las deleciones génicas completas fueron confirmadas independientemente mediante alineaciones de la secuencia
por separado. La secuencia de la KPM318 se compar6 con la de la cepa natural BW30270 (Figura 15). La
secuenciacion identifico el alelo supresor msbA-P18S, que previamente se habia establecido que existia en la cepa
original KPM (Figuras 14 y 15). Se determind que todos los cambios conocidos introducidos mediante la
modificacion de la cepa estan presentes con una frecuencia del 100 %. Esto era cierto para todas las deleciones y
mutaciones puntuales disefiadas.

Los derivados resistentes la temperatura de la KPM318 se aislaron en un intento de identificar cepas mas robustas.
Los cultivos de una noche de la KPM318 cultivados en medio LB a 37 °C se colocaron en placas de LB-agar y se
incubaron a 42 °C. Unicamente después de una incubacién continua de las placas a 42 °C durante entre cuatro y
cinco dias, se obtuvo un numero de clones que recuperé su capacidad formadora de colonias a la elevada
temperatura. El fenotipo resistente a 42 °C de clones seleccionados aleatoriamente se confirmé mediante un cultivo
durante una noche en placas de LB-agar a 42°C. Se identifico una serie de derivados resistentes a 42 °C
independientes no clonales de la KPM318. De entre un total de 24 derivados de la KPM318 resistentes a la
temperatura, las cepas KPM318-9, KPM318-10, KPM318-19 y KPM318-23 mostraron las mejores caracteristicas de
crecimiento, siendo capaces de crecer exponencialmente a unas temperaturas de 30 °C, de 37 °C y de 42 °C tanto
en medio SB (Figuras 16, 18 y 20) como en unas condiciones de restauracion de la biosintesis del LPS en medio SB
complementado con 5-fosfato de D-arabinosa 15 uyM (A5P) y con 6-fosfato de D-glucosa 10 uM (G6P) (Figuras 17,
19y 21). Por lo tanto, estas cepas resistentes la temperatura mostraron unas caracteristicas de crecimiento robusto
a lo largo de un intervalo de temperaturas.

Las cepas KPM318-9, KPM318-10, KPM318-19 y KPM318-23 se secuenciaron en las instalaciones de
secuenciacion Scripps Core DNA mediante el uso de un secuenciador de ADN lllumina (Figura 22). Se identificaron
mutaciones especificas responsables de la viabilidad de las cepas a 42 °C. Las cepas KPM318-9 y KPM318-10
expresan una mutacion fr-D61Y que altera el factor de reciclado ribosémico (Figuras 22a y 22b). La cepa KPM318-
19 tiene una mutacién del marco de lectura en efp, que codifica el factor de elongacion P (Figura 22c). La cepa
KPM318-23 tiene una delecion de P146 y de L147 en dcd, que codifica el gen de la desaminasa de desoxicitidina
(Figura 22d). Las funciones especificas de estas mutaciones son desconocidas.

Se analiz6 la composicion de LPS/lipido IVA de las cepas KPM318-9, KPM318-10, KPM318-19 y KPM318-23. Los
cultivos (2,5 | de cada uno) se cultivaron a 42 °C hasta la fase estacionaria bien en medio LB o bien en medio LB
complementado con A5P/G6P. El LPS/lipido IVA se extrajo a partir de la biomasa seca de cada cepa mediante el
uso del procedimiento original de fenol-cloroformo-éter de petréleo (PCP) para las cepas cultivadas en medio LB con
A5P/G6P, o con un protocolo de PCP modificado para las cepas cultivadas Unicamente en medio LB. Después, los
extractos se sometieron a una espectrometria de masas ESI FT-ICR. La cepa KPM318-23 cultivada en medio LB
expresa predominantemente el lipido 1Va (pico a 1404,86 u) a 42 °C (Figura 23). Cuando los derivados de KPM318
resistentes a 42 °C se cultivaron en medio LB complementado con A5P/G6P, se restaur6é la biosintesis del
oligosacarido del nucleo de E. coli K-12. Se produjo la expresion de una mezcla similar de diferentes glicoformas en
todas las cepas, a pesar de estar unidas al precursor tetraacilado del lipido 1V, (Figuras 24-26). El LPS aislado a
partir de la cepa parental KPM318 cultivada a 37 °C en medio LB complementado con A5P/G6P se usé como control
para todos los experimentos (Figura 27). Varias de las masas moleculares de las diferentes glicoformas expresadas
por la KPM318 pudieron ser asignadas, y se proporcionan en la Tabla 2. Tomada conjuntamente, la composicion
global de LPS/lipido IVa de los derivados de KPM318 resistentes a 42 °C no mostré ninguna peculiaridad con
respecto a la composicion tipica del oligosacarido heterogéneo del nucleo de K-12. Ninguna de las preparaciones de
membrana externa de estas cepas mostré lipido A; inicamente contenian el lipido IVa.

Se analizé la actividad bioldgica tanto de las células bacterianas como del LPS/lipido IVa aislado a partir de diversas
cepas de KPM cultivadas en medio LB/SB o en medio LB/SB complementado con A5P/G6P mediante el uso del
ensayo de deteccion de LPS de HEK-Blue (InvivoGen). Para la preparacion de las células bacterianas para este
ensayo de deteccion, se sedimenté 1 ml de un cultivo de una noche de cada cepa mediante una centrifugacion y se
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lavé con solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS). Para destruir las células bacterianas, el
sedimento se resuspendié posteriormente en 1 ml de una solucién en DPBS a una concentracion de 10 x de
penicilina-estreptomicina (Pen-Estrep) en. La mezcla se incubd a la temperatura ambiente durante 2 h y se
almacend 4 °C durante una noche. Al mismo tiempo se prepararon direcciones sucesivas de los cultivos de una
noche para el calculo del numero de células (ufc/ml) de los cultivos de una noche / células destruidas por la Pen-
Estrep. Las suspensiones en Pen-Estrep de las cepas se diluyeron a 108 ufc/ml en una solucion en DPBS a una
concentracion de 10 x de Pen-Estrep, y después se prepararon diluciones sucesivas de las suspensiones en una
soluciéon en DPBS a una concentracion de 10 x de Pen-Estrep para producir suspensiones de células bacterianas de
107, de 106, de 105, de 104, de 103, de 102 y de 10" ufc/ml. En la Figura 28 se muestra un ensayo de deteccion de
LPS de HEK-BIlue tipico mediante el uso de las diluciones sucesivas de las suspensiones de las células bacterianas
de las cepas BW30270, KPM316 y KPM318. Hay entre poca y ninguna actividad de LPS en las suspensiones de
células bacterianas de las cepas KPM316 y KPM318 cultivadas en medio LB, en comparacion con la cepa de control
BW30270. Hay un ligero aumento en la actividad para las cepas KPM316 y KPM318 cultivadas en medio
complementado con A5P/G6P. Hay entre poca y ninguna activacion del NFxB inducida por las diluciones sucesivas
de las muestras de LPS/lipido IVa aisladas a partir de las cepas KPM316 y KPM318 (Figura 29).

Se compara la actividad bioldgica del LPS/lipido IVa aislado a partir de la cepa resistente a la temperatura KPM318-
9 cultivada 42 °C unicamente en medio LB y en medio LB complementado con A5P/G6P con la capacidad de las
muestras de LPS/lipido IVa procedentes de BW30270, de KPM316 y de KPM318 para inducir la activacion del NFxB
en las células HEK-Blue. La cepa BW30270 se cultivdo a 37 °C en medio LB, mientras que las cepas KPM316 y
KPM318 se cultivaron a 37 °C en medio LB o en medio LB que contiene A5P/G6P. Para analizar la potencial
actividad antagonista de la KPM318-9, se mezclaron unas cantidades constantes del LPS/lipido 1Va aislado a partir
de la KPM318-9 (256 pg) con cantidades de crecientes de LPS derivado de la BW30270. El LPS/lipido IVa
procedente de la LPM318-9 es un potente antagonista de la actividad del LPS, segin se demuestra por la capacidad
de BW30270 de competir con este antagonista cuando estd presente a elevadas concentraciones (Figura 29,
carriles 9-12).

Se llevé a cabo un ELISA del TNF-alfa humano con muestras de LPS/lipido IVa aisladas a partir de las cepas
KPM316 y KPM318 cultivadas a 37 °C en medio LB o en medio LB que contiene A5P/G6P (Figuras 30-32). El S-LPS
aislado a partir de la E. coli K-235 se usé como control positivo. La sangre se separé mediante el uso de Biocoll
(densidad: 1,077 g/ml). Los linfocitos mononucleares (MNC) se aislaron y se lavaron dos veces con Hank y una vez
con VLE RPMI. Los monocitos se diferenciaron en macréfagos mediante su incubacion en bolsas de Teflén con M-
CSF. Los macréfagos se recogieron después de 7 dias. Se determiné el nimero de células. Los macréfagos se
sembraron en placas de fondo plano de 96 pocillos a 1 x 10° células/pocillo en VLE RPMI + 100 U de penicilina +
100 pg/ml de estreptomicina + L-glutamina 2 mM + 4 % de suero AB (y sin suero). Las muestras de LPS/lipido IVa
se aislaron a partir de las cepas KPM316 y KPM318 y se preincubaron a 37 °C y con un 5 % de CO- durante 30 min.
Se afiadié S-LPS K-235 a las muestras durante 4 h. Los sobrenadantes se retiraron y se almacenaron durante una
noche a 4°C. Se llevé a cabo un ELISA para evaluar la actividad del TNF-alfa (BD Biosciences #555212). Se
prepararon diluciones sucesivas de las muestras de LPS en VLE RPMI sin suero AB. Se preparé LPS LBAG de
KPM318 LPS LB, de KPM316 LPS LB, de KPM 318 LPS LBAG y de KPM 316 a 1 mg/ml en HEPES 20 mM, a pH
7,0. Después se prepararon diluciones sucesivas desde 100 ug/ml hasta 1 ng/ml. Las placas se recubrieron con el
anticuerpo de captura, que se diluyd a 1:250 en tampdn de recubrimiento (PBS). La placa se agité durante una
noche y después se lavd tres veces con tampon de lavado. La placa se bloquedé con 180 pl del diluyente del
ensayo/pocillo y se agité a la temperatura ambiente durante 1 h. La placa se lavo tres veces con tampdn de lavado.

Las muestras se diluyeron con el diluyente del ensayo y se prepararon diluciones sucesivas del patron como sigue:

12 =500 pg/ml
=250 pg/ml
125 pg/ml
62,5 pg/ml
31,25 pg/ml
15,6 pg/ml
7,8 pg/ml

1:
1:
1:
1:
1:
1:
1:
1: 3,9 pg/ml

NDNNNNNODNNDN

Las placas se agitaron con el patron, las muestras y un blanco a la temperatura ambiente durante 2 h. La placa se
lavo tres veces con tampodn de lavado. Se afiadieron la solucién de deteccion y el anticuerpo de deteccion (anti-TNF-
alfa humano biotinilado) a la placa a 1:1.000. Se afnadié el reactivo enzimatico (conjugado de estreptavidina-
peroxidasa de rabano picante) a 1:250. La placa se agit6 a la temperatura ambiente durante 1 h y después se lavo
tres veces con tampodn de lavado. La placa se agité en la oscuridad con TMB (1:20) en tamp6n de sustrato. La placa
se incubo durante un minimo de 30 min hasta que los pocillos se volvieron de color azul. La reaccién se detuvo con
50 pl/pocillo de H2SO4. Se midié la absorbancia a 450 nm. El LPS/lipido IVa aislado a partir del control positivo K-235
aumento potentemente la actividad del TNF-alfa a todas las concentraciones ensayadas (Figura 30). El LPS/lipido
IVa procedente de las cepas KPM316 y KPM318 era capaz de inhibir la induccion del TNF-alfa por parte LPS del
derivado de la K-235 a todas las concentraciones ensayadas (Figura 30); por lo tanto, el LPS/lipido IVa aislado a
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partir de las cepas KPM316 y KPM318 es un potente antagonista de la actividad del LPS. El LPS/lipido IVa
procedente de las cepas KPM316 y KPM318 cultivadas en un medio que contiene un 4 % de suero AB era capaz de
inhibir la liberacion del TNF-alfa por parte de los macrofagos (Figura 31). EI LPS/lipido IVa procedente de las cepas
KPM316 y KPM318 cultivadas en medio exento de suero era capaz de inhibir la liberacion del TNF-alfa por parte de
los macrofagos (Figura 32). Por lo tanto, el LPS/lipido [Va aislado a partir de las cepas KPM316 y KPM318 es un
potente inhibidor de la actividad del TNF-alfa.

Se sabe que el LPS ejerce sus funciones antiinflamatorias a través de la activacion del receptor TLR4 en las células
humanas. Se evalué la actividad biologica del LPS/lipido IVa procedente de las cepas KPM316 y KPM318 mediante
la valoracion de la liberacion de cepas IL-8 a partir de HEK293 hTLR4/MD2 #33 (Figura 33) y de HEK293 hTLR24 #2
células (Figura 34). Las células hTLR4/MD2 #33 respondieron a la union del LPS generando una sefial, mientras
que las células HEK293 hTLR4 #2 respondieron al peptidoglicano, pero no al LPS. Por lo tanto, la ultima linea
celular puede usarse para evaluar la especificidad del LPS. El S-LPS procedente de la cepa K-235 se usé como
control positivo en estos ensayos. El medio de las células HEK293 hTLR4/MD2 #33 era DMEM (Biochrom)
complementado con Pen/Estrep/Glu y un 10 % de FCS. Habia 50.000 células HEK293 hTLR4/MD2 #33/pocillo
sembradas en los pocillos. Las células fueron estimuladas en presencia de las muestras de LPS/lipido IVa durante
un periodo de 24 h, seguido de la medicién de la liberacion de la IL-8 humana (BD Biosciences #555244). El
LPS/lipido IVa procedente de las cepas KPM316 y KPM318 era capaz de bloquear la liberacion de IL-8 por parte de
las células HEK293 hTLR4/MD2 #33 (Figura 33). Los extractos de LPS/lipido IVa procedentes de las cepas eran
extractos en bruto, ya que eran capaces de promover la liberacion de la IL-8 por parte de las células HEK293 hTLR2
#2 (Figura 34). El TLR2 es un receptor para el peptidoglicano, otro componente bacteriano que puede provocar la
sefializacion de las citocinas. La abundancia del peptidoglicano libre es normalmente bastante menor que los niveles
de LPS, por lo que habitualmente es un componente menor. Aqui se usa para demostrar que los extractos contienen
de hecho material derivado de la membrana externa-periplasma de las células, dado que aqui es donde se ubica el
peptidoglicano. Las células HEK que sobreexpresan el TLR4/MD2 (la linea celular #33) respondieron a la union del
LPS, es decir, liberaron IL-8 (Figura 33), mientras que las células HEK que sobreexpresan el TLR2 (la linea celular
#2), que responden al peptidoglicano, no responden al LPS (Figura 34). Por lo tanto, este control confirma que de
hecho se habia afiadido algo de los extractos de la membrana externa a los ensayos en ambos casos.

Se evalud la capacidad de las cepas KPM318-9, KPM318-10, KPM318-19 y KPM318-23 para sobreexpresar los
genes heterdlogos. Se uso la proteina de fusion MalE-LacZo como modelo de proteina para investigar la capacidad
de estas cepas de expresar las variantes citoplasmatica y periplasmica de la proteina MalE en grandes cantidades
en unas condiciones de crecimiento estandar y con induccion. Cada una de las cepas BW30270, KPM318, KPM318-
9, KPM318-10, KPM318-19 y KPM318-23 fue transformada con los plasmidos pMAL-c2 y pMAL-p2 para la
expresion citoplasmatica (Figura 35, panel superior) y con MalE-LacZa para la periplasmica (Figura 35, panel
inferior), respectivamente. Se obtuvieron las siguientes cepas:

BW30270/pMAL-c2 (control)
KPM318/pMAL-c2
KPM318-9/pMAL-c2
KPM318-10/pMAL-c2
KPM318-19/pMAL-c2
KPM318-23/pMAL-c2
BW30270/pMAL-p2 (control)
KPM318/pMAL-p2
KPM318-9/pMAL-p2
KPM318-10/pMAL-p2
KPM318-19/pMAL-p2
KPM318-23/pMAL-p2

Para inducir la expresion de MalE-LacZa/ 1 se afiadié isopropil-[1-D-tiogalactésido (IPTG) a una concentracion final de
0,4 mM cuando los cultivos alcanzaron la fase de crecimiento exponencial intermedio a una DOeo de
aproximadamente 0,6. Para las cepas portadoras del plasmido pMAL-c2, las células se recogieron antes de la
induccion (no inducidas), 3 h después de la induccion, asi como después de una induccion durante una noche. Para
las cepas con el plasmido pMAL-p2, las muestras se tomaron de las células no inducidas y después de unos
tiempos de induccién de 3 h, de 6 h, de 12 h y de 24 h. Adicionalmente se analiz6 la capacidad de secretar la
proteina MalE-LacZa en el medio para las cepas portadoras del plasmido pMAL-p2, usando las cepas pMAL-c2
como controles. Se prepararon extractos de proteinas mediante el uso del reactivo de BugBuster segun las
recomendaciones del fabricante (Novagen). Se llevaron a cabo analisis de inmunotransferencia Western mediante el
uso de un anticuerpo monoclonal contra la MalE (NEB) para detectar la expresion de la MalE-LacZa.

Los niveles de expresion de la MalE-LacZo. eran los mas altos en las 3 h posteriores a la induccion en las cepas
pMAL-c2, y en las 3 h y 6 h posteriores a la induccion a las cepas pMAL-p2 (Figuras 36-42). La expresion de la
MalE-LacZa era coherentemente la mas alta en las cepas KPM318, KPM318-9 y KPM318-10, mostrando unos
niveles de expresion practicamente idénticos a los de los controles naturales BW30270 (Figuras 36-42). Como se
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esperaba, ni los geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie ni los inmunotransferidos detectaron la
MalE-LacZo. en los medios de cultivo de las cepas portadoras del plasmido pMAL-c2 para la expresion
citoplasmatica de la proteina (Figuras 36-42). Por el contrario, la abundancia de la proteina MalE-LacZa. en los
medios de cultivo de las cepas pMAL-p2 aparentemente aumenté al aumentar la duracién de la induccién con IPTG.
Esto no sélo era aplicable a todos los mutantes KPM, sino también a la cepa natural BW30270 (Figuras 36-42). No
se sabe si la presencia de la MalE-LacZa. en el medio de cultivo es el resultado de la secrecién de la proteina como
resultado de una membrana externa comprometida en las cepas KPM, o simplemente por una lisis celular debida a
la sobreexpresion periplasmica de la proteina en las condiciones experimentales usadas en este estudio. Se sabe
que la MBP es muy expresada en E. coli. Los derivados de KPM18 resistentes a la temperatura mostraron unos
niveles de expresion de la proteina similares a los de la cepa de control natural BW30270. Estas cepas secretan o
pierden MBP mas facilmente que la cepa natural, lo que permite la recoleccion de la proteina en ausencia de una
lisis celular.

Se investigo la capacidad de KPM318 y de sus derivados resistentes a la temperatura para producir la proteina
ApoA1 humana. Se sintetizd el gen apoAl con el uso de codones optimizados para E. coli y se cloné bajo el control
del promotor Tn5 en pJexpress404 por la compariia DNA 2.0. Para la expresion periplasmica de la ApoA1, el gen se
fusiond con la secuencia lider del ompA para la principal proteina de la membrana externa A de E. coli. Ademas,
tanto la versidon citoplasmatica como la periplasmica del gen apoAl se fusionaron C-terminalmente con una
secuencia codificante de 6x His:itag. Las cepas fueron transformadas con pJexpress404:51149 vy
pJexpress404:51150 para la expresion citoplasmatica (Figura 43, panel superior) y periplasmica de la ApoA1 (Figura
43, panel inferior), respectivamente. A pesar de los diversos intentos, la cepa KPM318-23 no pudo ser transformada
con los vectores de expresion pJexpress404:51149 y pJexpress404:51150. Se obtuvieron las siguientes cepas:

BW30270/pJexpress404:51149 (control)
KPM318/pJexpress404:51149
KPM318-9/pJexpress404:51149
KPM318-1 0/pJexpress404:51149
KPM318-19/pJexpress404:51149
BW30270/pJexpress404:51150 (control)
KPM318/pJexpress404:51150
KPM318-9/pJexpress404:51150
KPM318-10/pJexpress404:51150

0. KPM318-19/pJexpress404:51150

SOINIORWN =

Los cultivos se cultivaron durante una noche a 37 °C en 5 ml de medio SB que contiene 100 ug/ml de ampicilina. Los
cultivos de una noche (1:50) se diluyeron en 40 ml de medio SB precalentado que contiene 100 pg/ml de ampicilina.
Los cultivos se cultivaron a 37 °C y se agitaron a 250 rpm hasta una DOggo de aproximadamente 0,6. Se determino el
numero de células (ufc/ml) para cada cepa (Tabla 3). Los cultivos no inducidos se centrifugaron durante 10 min a
6.000 rpm (4°C). Se obtuvo una alicuota de 1 ml de cada sobrenadante de cultivo que expresa el
pJexpress404:51150 para un analisis adicional. Los sobrenadantes de cultivo de 1 ml y los sedimentos celulares se
congelaron y se almacenaron a -80 °C. Se afadié IPTG a los cultivos (a una concentracion final de 0,4 mM). Las
células se incubaron a 37 °C y se agitaron a 250 rpm durante 3 h. Se evalué el nimero de células (ufc/ml) para cada
cepa (Tabla 4). Después de una induccién de 3 h, se retiraron 5 ml de cada cultivo:

BW30270/pJexpress404:51149 - inducido (3 h)
KPM318/pJexpress404:51149 - inducido (3 h)
KPM318-42C 9/pJexpress404:51149 - inducido (3 h)
KPM318-42C 10/pJexpress404:51149 - inducido (3 h)
KPM318-42C 19/pJexpress404:51149 - inducido (3 h)
BW30270/pJexpress404:51150 - inducido (3 h)
KPM318/pJexpress404:51150 - inducido (3 h)
KPM318-42C 9/pJexpress404:51150 - inducido (3 h)
KPM318-42C 10/pJexpress404:51150 - inducido (3 h)
0. KPM318-42C 19/pJexpress404:51150 - inducido (3 h)

SOVINoOoOrWON =

Los cultivos inducidos se centrifugaron durante 10 min a 6.000 rpm (4 °C). Se obtuvo una alicuota de 1 ml de cada
sobrenadante de cultivo de pJexpress404:51150 para un andlisis adicional. Los sobrenadantes de cultivo de 1 ml y
los sedimentos celulares se almacenaron a -80 °C. La induccion se continué a 37 °C y a 250 rpm. Se determiné el
numero de células (ufc/ml) para cada cultivo de cepa después de una induccion de 6 h (Tabla 5). Se retir6 una
alicuota de 3 ml de cada cultivo después de una induccién de 6 h:

BW30270/pJexpress404:51149 - inducido (6 h)
KPM318/pJexpress404:51149 - inducido (6 h)
KPM318-42C 9/pJexpress404:51149 - inducido (6 h)
KPM318-42C 10/pJexpress404:51149 - inducido (6 h)
KPM318-42C 19/pJexpress404:51149 - inducido (6 h)

aORON =
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BW30270/pJexpress404:51150 - inducido (6 h)
KPM318/pJexpress404:51150 - inducido (6 h)
KPM318-42C 9/pJexpress404:51150 - inducido (6 h)
KPM318-42C 10/pJexpress404:51150 - inducido (6 h)
0. KPM318-42C 19/pJexpress404:51150 - inducido (6 h)

SOVoNO

Los cultivos inducidos se centrifugaron durante 10 min a 6.000 rpm (4 °C)

Se extrajo una alicuota de 1 ml de cada sobrenadante de cultivo de pJexpress404:51150 para un analisis adicional.
Los sobrenadantes de cultivo de 1 ml y los sedimentos celulares se congelaron y se almacenaron a -80 °C. La
induccion se continué a 37 °C y a 250 rpm). Se determiné el nimero de células (ufc/ml) para cada cepa después de
una induccion de 12 h (Tabla 6). Se retird una alicuota de 2 ml de cada cultivo después de la induccién de 12 h:

BW30270/pJexpress404:51149 - inducido (12 h)
KPM318/pJexpress404:51149 - inducido (12 h)
KPM318-42C 9/pJexpress404:51149 - inducido (12 h)
KPM318-42C 10/pJexpress404:51149 - inducido (12 h)
KPM318-42C 19/pJexpress404:51149 - inducido (12 h)
BW30270/pJexpress404:51150 - inducido (12 h)
KPM318/pJexpress404:51150 - inducido (12 h)
KPM318-42C 9/pJexpress404:51150 - inducido (12 h)
KPM318-42C 10/pJexpress404:51150-inducido (12 h)
0. KPM318-42C 19/pJexpress404:51150 - inducido (12 h)

SOVINoOORWN =

Los cultivos inducidos se centrifugaron durante 10 min a 6.000 rpm (4 °C). Se obtuvo 1 ml de cada sobrenadante de
cultivo de pJexpress404:51150 para un analisis adicional. Los sobrenadantes de cultivo de 1 ml y los sedimentos
celulares se congelaron y se almacenaron a -80 °C. La induccion se continué a 37 °C y a 250 rpm. Se determind el
numero de células (ufc/ml) para cada cepa después de una induccion de 24 h (Tabla 7). Se retir6 una alicuota de 1
ml de cada cultivo después de la induccién de 24 h:

BW30270/pJexpress404:51149 - inducido (24 h)
KPM318/pJexpress404:51149 - inducido (24 h)
KPM318-42C 9/pJexpress404:51149 - inducido (24 h)
KPM318-42C 10/pJexpress404:51149 - inducido (24 h)
KPM318-42C 19/pJexpress404:51149 - inducido (24 h)
BW30270/pJexpress404:51150 - inducido (24 h)
KPM318/pJexpress404:51150 - inducido (24 h)
KPM318-42C 9/pJexpress404:51150 - inducido (24 h)
KPM318-42C 10/pJexpress404:51150 - inducido (24 h)
0. KPM318-42C 19/pJexpress404:51150 - inducido (24 h)

SO0 NoOoORWN =

Los cultivos fueron inducidos durante 10 min a 6.000 rpm (4 °C). Se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo de
pJexpress404:51150 para un analisis adicional. Los sobrenadantes de cultivo de 1 ml y los sedimentos celulares se
congelaron y se almacenaron a -80 °C. Las células no inducidas y las inducidas se descongelaron, y todos los
sedimentos celulares se resuspendieron en 300 pl de BugBuster 1 x. Se afiadieron a las muestras 3 pl de una
solucién de lisozima de 20 mg/ml y 0,5 yl de benzonasa. Las muestras se incubaron a la temperatura ambiente
durante 20 min con agitacion. Las muestras se centrifugaron a 14.000 rpm durante 20 min (4 °C). El Bug Buster 1 x
contiene:

1 ml de BugBuster 10 x conc.
200 pyl de Tris-HCI 1 M, a pH 7,5 (Tris-HCI 20 mM, a pH 7,5)
3,5 yl de 2-mercaptoEtOH (2-mercaptoEtOH 5 mM)

Tanto la version citoplasmatica como la periplasmica de la proteina ApoA1 humana, segun se analizé mediante una
SDS-PAGE al 12 %, eran expresadas en las cepas de E coli BW30270, KPM318, KPM318-9 y KPM318-10, pero no
en la KPM318-19 (Figuras 44- 49). La masa molecular relativa aparente de la banda de 29 kDa estaba de acuerdo
con la masa calculada de la proteina (29,4 kDa) fusionada con la etiqueta de histidina C terminal.
Sorprendentemente, la ApoA1 expresada periplasmicamente migré en forma de dos bandas con unas masas
moleculares relativas aparentes de 29 kDa y de 31 kDa, siendo la ultima coherente con la masa calculada de la
ApoA1 no procesada de 31,4 kDa (Figuras 47 y 48). Previamente se habia demostrado que la ApoA1 es expresada
en el citoplasma de E. coli en forma de una mezcla de proteina soluble e insoluble, lo que sugiere que la supuesta
forma no procesada de la ApoA1 constituye la fraccion insoluble de la proteina que no es accesible al transporte a
su destino final en el periplasma ni a su procesado. Sin embargo, actualmente no podemos descartar la posibilidad
de que la apariciéon de la banda de migracién mas lenta sea el resultado de una preparacion de la muestra a 95 °C
durante 2 min antes de la SDS-PAGE. En cualquier caso, los resultados indican que la tasa de expresion de la
ApoA1 en las cepas KPM era al menos tan alta como en la BW30270, lo que muestra un nivel estacionario durante
al menos 6 h.
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Al contrario que los experimentos realizados con la MalE-LacZa, el volumen del medio de cultivo para los analisis de
SDS-PAGE se ajustd con respecto a la densidad optica (DOgoo) de las células portadoras del pJexpress404:51150,
de forma que la cantidad de sobrenadante de cultivo cargado en el gel de poliacrilamida procediera de un Unico y el
mismo valor de DOggo (Tablas 8 - 12). Notablemente suficiente, y segun se presenta para la cepa KPM318-
10/pJexpress404:51150 en la Figura 50, las densidades opticas celulares de todas las cepas resistentes la
temperatura aumentaron, mientras que el nimero de células viables disminuyd a lo largo de todo el periodo de
induccion con IPTG (Tablas 3 - 7). Segun se muestra en las Figuras 51 - 53, las cepas portadoras del plasmido
pJexpress404:51150 no eran capaces de secretar la ApoA1 en el medio de cultivo. Las bandas débilmente tefidas
con Coomassie se parecian mas al patron de bandas de proteinas de los extractos celulares, y por lo tanto, lo mas
probablemente procedian de la lisis celular. Mediante el uso de inmunotransferidos con un anticuerpo de Penta-His
(QIAGEN), pudimos corroborar todos los hallazgos de los analisis de la SDS-PAGE (Figuras 54 - 62). Tomados
conjuntamente, nuestros datos sugieren que los derivados de la KPM318 resistentes a 42 °C KPM318-9 y KPM318-
10 son los hospedadores adecuados para la expresién de proteinas. La optimizacion de las condiciones para el
crecimiento bacteriano, la induccién y la preparacion de las muestras deberian mejorar adicionalmente la tasa de
expresion y el rendimiento de las proteinas de interés.

Se evalué la capacidad de transformacion del ADN de las células. Para la preparacion de células
electrocompetentes, los cultivos se cultivaron hasta una fase de crecimiento exponencial intermedio (DOggo = 0,5 -
0,7) a 37 °C con agitacion vigorosa (220 rpm). Posteriormente, las células se lavaron tres veces con agua enfriada
en hielo y dos veces con glicerol al 10 % enfriado en hielo. Finalmente, los sedimentos celulares se resuspendieron
en un pequefio volumen de glicerol al 10 % enfriado en hielo, y se prepararon alicuotas de 50 pl para su
almacenamiento a -80 °C. En primer lugar analizamos la influencia de la restauracién de la biosintesis de los
oligosacaridos del nucleo K-12 sobre la transformacion de KPM318 con pMAL-c2. La cepa BW30270 se cultivd en
medio LB como control, mientras que la KPM318 se cultivdo en medio LB y en medio LB que contiene A5P/G6P. Las
células se recogieron para la preparacion de células electrocompetentes cuando las cepas BW30270, KPM318 (LB)
y KPM318 (LB A5P/G6P) alcanzaron a una densidad o6ptica (DOsqo) de 0,621, de 0,613 y de 0,519, respectivamente.
Con objeto de usar una y el mismo numero de células electrocompetentes para la transformacion, determinamos el
numero de unidades formadoras de colonias por mililitro de las células competentes de cada cepa (Tabla 13).

Las células electrocompetentes de KPM318 (LB) y de KPM318 (LB A5P/G6P) se diluyeron a 7,3 x 10® ufc/ml con
glicerol al 10 % enfriado en hielo (3,65 x 10" ufc/50 pl) y cada una se transformé con 25 ng del plasmido pMAL-c2
(Fig. 35). Las mezclas de transformacion se diluyeron sucesivamente, se colocaron en placas de agar LB que
contienen 100 ug/ml de ampicilina y se incubaron a 37 °C. Los resultados de la Tabla 14 demuestran que las cepas
BW30270, KPM318 (LB) y KPM318 (LB A5P/G6P) se habian transformado con una eficacia similar. Los datos
muestran adicionalmente que la KPM318 que expresa predominantemente el lipido IVa en la membrana externa
cuando se cultiva Uunicamente en medio LB (Figura 11) no era transformada con una eficacia tan alta como la
BW30270 o la KPM318 en las condiciones de restauracion de la biosintesis de los oligosacaridos del nucleo.

Se aisl6 el plasmido pMAL-c2 a partir de cuatro transformantes seleccionados aleatoriamente de cada cepa a partir
de 5 ml de cultivos de una noche en medio LB que contiene 100 pg/ml de ampicilina a 37 °C y 200 rpm. Los
plasmidos se aislaron mediante el uso del sistema de purificacion de ADN Wizard Plus Minipreps System (Promega).
Posteriormente, las muestras de 1 pl se analizaron en un gel de agarosa al 0,8 % en tampon de TBE (Figura 63).
Los resultados de la electroforesis indicaron que el rendimiento del plasmido pMAL-c2 era aparentemente casi
idéntico para las cepas de E. coli BW30270/pMAL-c2, KPM318 (LB)/pMAL-c2 y KPM318 (LB A5P/G6P)/pMAL-c2.

Como siguiente etapa, se transformé cada derivado de KPM318 resistente a 42 °C KPM318-9, KPM318-10,
KPM318-19 y KPM318-23 con los plasmidos pMAL-c2 y pMAL-p2 (Figura 35). Las células se cultivaron en medio SB
a 37 °C y se recogieron para la preparacion de células electrocompetentes cuando las KPM318-9, KPM318-10,
KPM318-19 y KPM318-23 alcanzaron una densidad o6ptica (DOey) de 0,618, de 0,596, de 0,491 y de 0,702,
respectivamente. Cada una de las células electrocompetentes se transformé con 25 ng de pMAL-c2 y con 25 ng de
pMAL-p2. Después se colocaron diluciones sucesivas de las mezclas de transformacion en placas de agar LB con
100 pg/ml de ampicilina y se incubaron a 37 °C. Las eficacias de transformacion para las cepas de KPM318
resistentes a 42 °C se resumen en la Tabla 15. Mientras que las cepas KPM318-9, KPM318-10 y KPM318-19 fueron
transformadas con una elevada eficacia, la capacidad de KPM318-23 para captar los plasmidos pMAL-c2 y pMAL-p2
Unicamente era marginal. De hecho, el ultimo resultado era coherente con el fracaso en la transformacion de
KPM318-23 con los plasmidos pJexpress404:51149 y pJexpress404:51150.

Los plasmidos pMAL-c2 y pMAL-p2 se aislaron a partir 5 ml de cultivos de una noche de dos transformantes
seleccionados aleatoriamente de KPM318-9/pMAL-c2, KPM318-9/pMAL-p2, KPM318-10/pMAL-c2 y KPM318-
10/pMAL-p2, mediante el uso del sistema de purificacion de ADN Wizard Plus Minipreps segun las recomendaciones
del fabricante (Promega). Las muestras (1 pl de cada una) se analizaron en gel de agarosa al 0,8 % en tampén de
TBE (Figura 64). Finalmente, se determinaron los rendimientos de los plasmidos aislados para aquellas cepas que
habian sido usadas subsiguientemente en los estudios de expresion de proteinas descritos anteriormente (Tabla
16). Tomados conjuntamente, tanto la elevada eficacia de transformacion como el aceptable rendimiento del ADN
del plasmido obtenidos a partir de un cultivo estandar de miniprep sugieren que la KPM318-9 y la KPM318-10 son
las "cepas de base" adecuadas para el desarrollo de cepas de produccién de ADN de plasmido.
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Para desarrollar una "cepa de base" KPM dedicada el cribado de proteinas derivadas de colecciones de expresion
en fago, la cepa deberia tener un plasmido F’ para permitir la infeccion con el fago M13. Hemos usado E. coli
JC19022 (F'121 Tn 10) como cepa donante para la transferencia del plasmido F’121 Tn 10 a BW30270, KPM318,
KPM318-9, KPM318-10, KPM318-19 y KPM318-23 mediante un protocolo de apareamiento en tubo. Los cultivos se
cultivaron durante una noche en 5 ml de medio a 37 °C con agitacion vigorosa (220 rpm). Se us6 medio LB que
contiene 10 pg/ml de tetraciclina para JC19022 (F’121 Tn 10), medio LB para BW30270, y medio LB complementado
con A5P/G6P para KPM318 y sus derivados resistentes a la temperatura. Se establecieron las siguientes diluciones
de los cultivos de una noche mediante el uso del mismo medio al usado para el cultivo de una noche:

25 ul - 5ml
50 pl - 5 ml
100 yl —» 5 ml
200 yl - 5 ml
25 ul - 5ml
50 pl - 5 ml
100 pyl —» 5 ml
200 yl - 5 ml

Donante:

Receptores:

Las muestras se agitaron vigorosamente (220 rpm) a 37 °C durante entre aproximadamente 2 y 3 h. Se registro la
densidad optica (DOeno) de las suspensiones (1 ml). El intervalo éptimo de la DOgoo es de entre 0,08 y 0,2; debe
usarse la dilucion la DOgoo mas cercana 0,1 si hay opciones disponibles (esto es cierto para los cultivos donante y
receptor). Con objeto de eliminar la tetraciclina del medio de la cepa donante, el cultivo debe ser centrifugado, y el
sedimento celular debe ser resuspendido en 4 ml de medio LB. Se usa una proporcion de 1:1 de donante:receptor
para la transferencia. Se determina la dilucién de la dilucién donante y se multiplica por 500. Este valor se divide por
la DOggo del receptor para obtener la cantidad de receptor en ul que se debe afiadir a 500 ul del donante. El cultivo
donante (500 pl) se incuba con las cantidades apropiadas de los cultivos receptores (Tablas 17 y 18). Los cultivos de
apareamiento se incuban a 37 °C durante 2 h sin agitacion. Después los cultivos se incuban durante otras 2 h a
37 °C y se agitan a 220 rpm. Las muestras se agitaron vorticialmente vigorosamente para disrumpir los pares de
apareamiento. Se prepararon diluciones a 10", a 10%, a 10° y a 10* en PBS (precalentadas a la temperatura
ambiente) para cada apareamiento, y se afiadieron 100 ul de cada cultivo de apareamiento no diluido y diluido a
placas de agar M9 que contienen 1 ug/ml de tiamina y 10 pug/ml de tetraciclina. Los cultivos se incubaron a 37 °C.
Los potenciales transconjugantes se sembraron por estrias en placas de agar M9 que contienen 1 pg/ml de tiamina y
10 pyg/ml de tetraciclina y se incubaron a 37 °C. Los experimentos de apareamiento en tubo produjeron varios
potenciales transconjugantes para todas las cepas receptoras. Posteriormente se analizé un subconjunto de
potenciales transconjugantes mediante una PCR para evaluar la presencia de la mutacion inactivadora AlpxP para
distinguir entre los clones falsos positivos y las cepas de KPM resistentes a la tetraciclina. Segun se muestra en la
Figura 65, todos los ensayados transconjugantes de KPM318 resistentes a la tetraciclina contenian la mutacion
inactivadora AlpxP, lo que indicaba la transferencia con éxito del plasmido F’121 Tn10 a la cepa KPM. Mediante el
uso de una PCR de IpxP, también pudimos identificar varios potenciales transconjugantes F'121 Tn10 de KPM318-9,
KPM318-10, KPM318-19 y KPM318-23, que contenian la requerida mutacion inactivadora AlpxP.

Para proporcionar pruebas de la presencia del plasmido F'121 Tn10 en la KPM318 y sus derivados resistentes a
42 °C, asi como para demostrar que los transconjugantes son susceptibles a una infeccion por el M13, se uso el
fago colaborador M13KO7 para infectar cuatro transconjugantes seleccionados aleatoriamente de cada cepa. Como
el M13KO7 contiene el origen de replicacion de P15A y el gen de resistencia a la kanamicina de Tn903 insertados
en el origen de replicacion de M13, el desarrollo de clones resistentes a la kanamicina después de la infeccion es
una indicaciéon de la susceptibilidad de una cepa dada al M13KO7. Se realizaron cultivos de una noche de E. coli
JC19022 (F'121 Tn10) y de BW30270 (F'121 Tn 10) en medio LB que contiene 10 ug/ml de tetraciclina, y de
KPM318 (F’121 Tn10) y derivados de la KPM318 resistentes a 42 °C (F'121 Tn10) en medio LB con 10 pg/ml de
tetraciclina y A5P/G6P. Las cepas BW30270 y KPM318 se cultivaron en medio LB y en medio LB complementado
con A5P/G6P, respectivamente, como controles. Los cultivos se agitaron vigorosamente (220 rpm) a 37 °C. Se
cultivaron las siguientes cepas y los potenciales transconjugantes:

BW30270 (control)
KPM318 (control)
JC19022 (F’121 Tn10) (control)
BW30270 (F’121 Tn10)-1
BW30270 (F’121 Tn 10)-2
BW30270 (F’121 Tn10)-3
BW30270 (F’121 Tn 10)-4
KPM318 (F'121 Tn 10)-4
KPM318 (f12'1 Tn 10)-6
10. KPM318 (F’121 Tn 10)-7
11. KPM318(F'121 Tn 10)-8
12. KPM318-9 (F’121 Tn10)-1
13. KPM318-9 (F'121 Tn 10)-2
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14. KPM318-9 (F'121 Tn10)-3

15. KPM318-9 (F'121 Tn 10)-4

16. KPM318-10 (F'121 Tn10)-1
17. KPM318-10 (F'121 Tn10)-3
18. KPM318-10 (F'121 Tn10)-4
19. KPM318-10 (F'121 Tn 10)-5
20. KPM318-19 (F'121 Tn10)-3
21. KPM318-19 (F'121 Tn10)-4
22. KPM318-19 (F'121 Tn 10)-5
23. KPM318-19 (F'121 Tn10)-6
24. KPM318-23 (F'121 Tn10)-1
25. KPM318-23 (F'121 Tn 10)-2
26. KPM318-23 (F'121 Tn10)-3
27. KPM318-23 (F'121 Tn 10)-5

Los cultivos de una noche de BW30270 y de JC19022 (F’121 Tn10) se cultivaron en 3 ml de medio LB (1:100), y la
KPM318 y los potenciales transconjugantes se cultivaron en 3 ml de medio LB complementado con A5P/G6P (1:50).
Los cultivos se cultivaron hasta una fase de crecimiento exponencial temprano a 37 °C con agitacion vigorosa (280
rpm). Se retir6é una alicuota de 1 ml para la determinacién de la DOggo de la suspension (Tabla 19)

Los experimentos de infeccion con M13KO7 dieron como resultado colonias resistentes a la kanamicina en todos los
potenciales transconjugantes de KPM318 y sus derivados resistentes a la temperatura (Tabla 20). Aunque el nimero
de colonias resistentes a la kanamicina variaba significativamente entre las cepas, los resultados sugieren que: (i) la
transferencia por conjugacion del plasmido F’121 Tn10 a las cepas de KPM tuvo éxito, y (ii) las cepas se hicieron
susceptibles a una infeccion por el M13. Esto deberia proporcionar una base fundamental para la generacion de
colecciones de expresion en fago en derivados resistentes la temperatura de KPM318.

Se transfirio el gen supE44 de E. coli XL1-Blue a BW30270, a KPM318 y a sus derivados resistentes a 42 °C. Para
facilitar la seleccion de supE44 en BW30270, en KPM318 y en sus derivados, se construyo el plasmido colaborador
pMAK705 KmR CATMUT (Figura 66). En primer lugar, se amplifico el gen de resistencia a la kanamicina del
plasmido pKD4 mediante el uso de los cebadores 5BamHIKmR y 3HindlIKmR, seguido de una digestion del
producto de la PCR con BamHI y Hindlll. En segundo lugar, se cloné el producto de la PCR digerido con Bam-
HI/Hindlll en los sitios de BamHI/Hindlll del plasmido sensible a la temperatura pMAK705 para producir pMAK705
KmR. Finalmente, se sustituyé el codén ACC de la posicion 10 por un coddn sin sentido TAG (amber) mediante el
uso de los celadores CATamber y CATwtreverse en una mutagénesis dirigida con el sistema de mutagénesis
Change-IT (USB).

(SEQID1) 5BamHIKmR: ATATGGATCCTTACATGGCGATAGCTAGACTGG

(SEQID2) 3HindllIKmR: ATATAAGCTTGAAGAACTCCAGCATGAGATCC

(SEQID3) CATamber: GAGAAAAAAATCACTGGATATACCTAGGTTGATATATCCCAATGGCA
(SEQID4) CATwtreverse: CAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATC

Para verificar la introduccion del codon sin sentido amber en el gen cat, se transformaron las cepas de E. coli TOP10
y XLI-Blue con el plasmido pMAK705 KmR CATMUT. Las cepas resultantes TOP10/pMAK705 KmR CATMUT y XL1-
Blue/pMAK705 KmR CATMUT se sembraron por estrias tanto en placas de LB + 30 yg/ml de kanamicina como en
LB + 30 pg/ml de kanamicina + 15 pg/ml de cloranfenicol (Figura 67). Al contrario que TOP10/pMAK705 KmR
CATMUT portador del alelo natural de ginV, la cepa XL1-Blue/pMAK705 KmR CATMUT era capaz de crecer en
placas con LB + 30 ug/ml de kanamicina + 15 uyg/ml de cloranfenicol, lo que indica la supresion de la mutacion sin
sentido por parte de supE44 (Figura 67).

Ejemplo 5: construccion de las cepas derivadas de KPM AendA ArecA

Las cepas ArecA:KmR de KPM348, KPM349, KPM350, KPM351 y KPM352, derivaban de cada una de las
correspondientes cepas AendA de KPM343, KPM344, KPM345, KPM346 y KPM347. A, segun se usa en este
ejemplo, significa una delecion. Se transfirid el casete de direccionamiento ArecA::KmR a KPM343, KPM344,
KPM345, KPM346 y KPM347 mediante una transduccion con P1vir esencialmente segun se ha descrito para la
construccion de otras mutaciones inactivadoras:

1. Se uso6 la cepa de E. coli BW26547 portadora de la mutacién ArecA::KmR como donante para la
transduccién. La cepa se obtuvo en el E. coli Genetic Stock Center.

2. Se propago el fago P1vir en BW26547 cultivado a 37 °C en medio LB con 30 pg/ml de kanamicina para
obtener un lisado de transduccion de ArecA::KmR.

3. Para la transduccion se cultivaron las cepas receptoras de AendA KPM343, KPM344, KPM345, KPM346 y
KPM347 a 37 °C en medio LB complementado con A5P/G6P.
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4. La transduccion se llevd a cabo segun los protocolos estandar, con la seleccion de los potenciales
transductantes a 37° en placas de LB-agar que contienen 30 pyg/ml de kanamicina.

5. La distancia entre recA y gutQ es Unicamente de aproximadamente 6 kb (tasa tedrica de co-transduccion:
aproximadamente un 82 %), por lo que los potenciales transductantes resistentes a la kanamicina se ensayaron
mediante una PCR para analizar la presencia tanto del casete ArecA::KmR como del gen delecionado gutQ en
las cepas de KPM.

cebadores de control de gutQ: 5gutQctrlt - GTCGATAAGCTGATTACCGACGC 3'gutQctri2 -
GTGAAACTATTCGT- CAGGCACTGG

cebadores de control de recA: 5recActl - CTACTGCGTATGCATTGCAG 3'recActrl -
TCGTAATCTTCTGCCGTAGC

6. Como resultado se obtuvieron las cepas KPM348, KPM349, KPM350, KPM351 y KPM352, que contienen
ArecA::KmR y la mutacion original AgutQ.

7. El gen de resistencia a la kanamicina se elimina mediante el uso de una transformacion transitoria con
pCP20 para obtener las cepas KPM353, KPM354, KPM355, KPM356 y KPM357.

8. Los anteriores cebadores de recA sirven para la identificacion de la eliminacién del inserto de KanR en las
cepas finales ArecA.

Ejemplo 6: denominaciones de los nombres de las cepas de E. coli:

Cepa Descripcion

(P22 (msbA52 AkdsD AgutQ )

KPM290 (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL::Km®)

KPM296 Derivado de KPM22 L11 AlpxL (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL)

KPM300 (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM:Km®)

KPM303 Derivado de KPM22 L11 AlpxL AlpxM (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM)

KPM310 (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP::Km®)

KPM312 Derivado de KPM22 L11 AlpxL AlpxM ApagP (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP)

KPM314 (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpoxP::Km™)

KPM316 Derivado de KPM22 L11 AlpxL AlpxM ApagP AlpxP (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP)

KPM317 (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA::Km'")

Derivado de KPM22 L11 AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP
KPM318 AlpxP AeptA)
Derivado de KPM318 resistente a la temperatura KPM318-42C 9 (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM
ApagP AlpxP AeptA frr181)
Derivado de KPM318 resistente a la temperatura KPM318-42C 10 (msbA52AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM
ApagP AlpxP AeptA frr181)
Derivado de KPM318 resistente a la temperatura KPM318-42C 19 (msbA52AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM
ApagP AlpxP AeptA efp )
Derivado de KPM318 resistente a la temperatura KPM318-42C 23 (msb452 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM
ApagP AlpxP AeptA dcd))
Derivado de KPM334 resistente a la temperatura (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP
AeptA frr181AendA::Km®)
Derivado de KPM335 resistente a la temperatura (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP
AeptA frr1810endA::Km")
Derivado de KPM336 resistente a la temperatura (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP
AeptA efp AendA::Km")
KPM341 Derivado de KPM337 resistente a la temperatura (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP
AeptA decd’ AendA:Km™)

KPM342 (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA AendA::km")

Derivado de KPM334 resistente a la temperatura AendA (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP
AlpxP AeptA frr181AendA)

Derivado de KPM335 resistente a la temperatura AendA (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP
AlpxP AeptA frr181AendA)

Derivado de KPM336 resistente a la temperatura AendA (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP
AlpxP AeptA efp’ AendA)

KPM334

KPM335

KPM336

KPM337

KPM338

KPM339

KPM340

KPM343

KPM344

KPM345
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Cepa Descripcion
KPM346 Derivado de KPM337 resistente a la temperatura AendA (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP
AlpxP AeptA dcd AendA)

KPM347 Derivado de KPM318 AendA (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA AendA)

KPM348 Derivado de KPM343 resistenttz a la temperatura (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP

AeptA frr181AendA ArecA::Km’)

Derivado de KPM344 resistente a la temperatura (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP

NeptA frr181AendA ArecA::Km")

Derivado de KPM345 resistente a la temperatura (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP

NeptA efp’ AendA ArecA::Km")

KPM351 Derivado de KPM346 resisterlte a la temperatura (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP
AeptA dcd AendA ArecA::Km')

KPM352 (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA AendA ArecA::Km'")

KPM353 Derivado de KPM334 resistente a la temperatura AendA ArecA (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM
ApagP AlpxP AeptA frr181AendA ArecA)

Derivado de KPM335 resistente a la temperatura AendA ArecA (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM
ApagP AlpxP AeptA frr181AendA ArecA)

Derivado de KPM336 resistente a la temperatura AendA ArenA (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM
ApagP AlpxP AeptA efp’ AendA ArecA)

Derivado de KPM337resistente a la temperatura AendA ArecA

(msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA dcd AendA ArecA)

Derivado de KPM318 AendA Area (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA AendA
ArecA)

Derivado de KPM334 resistente a la temperatura portador del plasmido F’121 Tn10 [msbA52 AkdsD
AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA frr181 (F121 Tn 10)]

Derivado de KPM335 resistente a la temperatura portador del plasmido F’121 Tn10 [msbA52 AkdsD
AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA frr181 (F121 Tn10)]

Derivado de KPM336 resistente a la temperatura portador del plasmido F’121 Tn10 [msbA52 AkdsD
AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA efp’ (F121 Tn10) ]

Derivado de KPM337 resistente a la temperatura portador del plasmido F’121 Tn10 [msbA52 AkdsD
AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA dcd’ (F121 Tn10)]

Derivado de KPM318 portador del plasmido F’121 Tn10 [msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP
AlpxP AeptA (F’121 Tn10) ]

KPM349

KPM350

KPM354

KPM355

KPM356

KPM357

KPM358

KPM359

KPM360

KPM361

KPM362

Aunque en el presente documento se ha mostrado y descrito la realizacion preferida de la presente invencion, sera
facilmente apreciable por los expertos en la materia que pueden realizarse modificaciones en la misma que no
exceden el ambito de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, en la que la bacteria comprende una membrana
externa que carece sustancialmente de un ligando que actia como un agonista de un receptor TLR4/MD2 humano,
de forma que el ligando no esta presente en la membrana externa o esta presente a un nivel que no induce una
respuesta por encima del 25 % de la sefial maxima en un ensayo de HEK-blue cuando se afiaden 20 pg de
membrana externa a un unico pocillo de ensayo, en la que el ligando comprende el lipido A, y en la que la bacteria
comprende (a) una mutacion en al menos uno de los genes seleccionados entre el grupo que consiste en kdsD,
kdsA, kdsC, kdsb, gutQ y waaA, dando como resultado una perturbacion en la biosintesis del (Kdo)z-lipido IVa, (b)
una mutacién en cada uno de los genes pagP y eptA, y (c) una mutacidon supresora en el gen msbA o en el gen
yhjD.

2. La bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, de la reivindicacion 1, derivada de Escherichia coli o de
Pseudomonas.

3. La bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, de la reivindicacion 1 o 2, derivada de una cepa de
Escherichia coli seleccionada entre el grupo que consiste en una cepa K12, W3110, MG1655, B/r, BL21, O157:h7,
042, 101-1,1180, 1357, 1412, 1520, 1827-70, 2362-75, 3431, 53638, 83972, 929-78, 98NK2, ABU 83972, B, B088,
B171, B185, B354, B646, B7A, C, c7122, CFT073, DH1, DH5a, E110019, E128010, E74/68, E851/71, EAEC 042,
EPECa11, EPECa12, EPECa14, ETEC, H10407, F11, F18+, FVEC1302, FVEC1412, GEMS_EPEC1, HB101,
HT115, KO11, LF82, LT- 41, LT-62, LT-68, MS 107-1, MS 119-7, MS 124-1, MS 145-7, MS 79-2, MS 85-1, NCTC 86,
Nissle 1917, NT:H19, NT:H40, NU14, O103:H2, O103:HNM, O103:K+, 0104:H12, O108:H25, O109:H9, 0111:H-,
O111:H19, O111:H2, O111:H21, O111:NM, O115:H-, O115:HMN, O115:K+, O119:H6, O119:UT, 0O124:H40,
0127a:H6, 0127:H6, 0128:H2, O131:H25, O136:H-, O139:H28 (cepa E24377A/ETEC), O13:H11, O142:H6,
0145:H-, 0153:H21, 0153:H7, 0154:H9, O157:12, O157:H-, O157:H12, O157:H43, O157:H45, O157:H7 EDL933,
0157:NM, O15:NM, O177:H11, O17:K52:H18 (cepa UMNO26/ExPEC), O180:H-, O1:K1/APEC, 026, 026:H-,
026:H11, 026:H11:K60, O26:NM, O41:H-, O45:K1 (cepa S88/ExPEC), O51:H-, 055:H51, O55:H6, O55:H7, O5:H-,
06, O63:H6, O63:HNM, 06:K15:H31 (cepa 536/UPEC), O7:K1 (cepa IAI39/EXPEC), 08 (cepa IAI1), 081 (cepa
ED1a), O84:H-, O86a:H34, 0O86a:H40, O90:H8, 091:H21, O9:H4 (cepa HS), 09:H51, ONT:H-, ONT:H25, OP50,
Orough:H12, Orough:H19, Orough:H34, Orough:H37, Orough:H9, OUT:H12, OUT:H45, OUT:H6, OUT:H7,
OUT:HNM, OUT:NM, RN587/1, RS218, 55989/EAEC, B/BL21,B/BL21-DE3, SE11, SMS-3-5/SECEC, UTI89/UPEC,
TAO004, TA155, TX1999 y Vir68.

4. La bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que
comprende adicionalmente una mutacion en el gen /pxL.

5. La bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que
comprende adicionalmente una mutacion en el gen JpxM.

6. La bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que
comprende adicionalmente una mutacion en el gen IpxP.

7. La bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que
comprende adicionalmente una mutacion en cada uno de los genes IpxL, IpxM'y IpxP.

8. La bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la
que los genes kdsD, gutQ, IpxL, IpxM, pagP, IpxP'y eptA estan disrumpidos en la bacteria.

9. La bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la
que la mutacién msbA da como resultado la sustitucion de un aminoacido en comparaciéon con la secuencia de
proteinas de MsbA de la cepa natural de Escherichia coli K-12 seleccionada entre el grupo que consiste en MsbA-
P18S, MsbA-L48F, MsbA-P50S, MsbA-T283A y MsbA-R310S.

10. La bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, de la reivindicacion 9, en la que la bacteria comprende
una mutacion en el gen msbA que da como resultado una sustitucion de aminoacido P18S en la proteina MsbA.

11. La bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la
que la mutacion en yhjD da como resultado la sustitucién del aminoacido YhjD-R134C en comparaciéon con la
secuencia de la proteina natural de YhjD de la cepa de Escherichia coli K-12.

12. La bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la
que la bacteria comprende adicionalmente al menos una mutacién adicional que le permite el crecimiento a 42 °C.

13. La bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la
que un gen que codifica RecA o EndA esta mutado o delecionado.
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14. La bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que
comprende adicionalmente un plasmido F, un plasmido F' o un gen que codifica la produccién de pilus F.

15. La bacteria mutante gramnegativa viable, no condicional, de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la
que la bacteria puede propagar bacteriéfagos fd, M13, o bacteriéfagos relacionados con fd o con M13.

16. La bacteria gramnegativa viable, no condicional, de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la
bacteria es competente para la captacion de ADN extracelular.

17. La bacteria gramnegativa viable, no condicional, de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la
bacteria comprende adicionalmente una mutacion en el gen Ipp.

18. Un método para la produccién de una muestra de ADN sustancialmente exenta de un ligando que actia como un
agonista del TLR4/MD2, método que comprende:

(a) la obtencidén de una bacteria gramnegativa seguin se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17;

(b) la introduccion de un vector de ADN en la bacteria, y el cultivo de la bacteria transformada con el vector de
ADN de forma que la bacteria funcione amplificando el vector de ADN; y

(c) la recolecciéon de una muestra de ADN a partir de la bacteria con el ADN amplificado través de un protocolo
de aislamiento de ADN estandar.

19. Un método para la produccién de una muestra de proteina sustancialmente exenta de un ligando que actua
como un agonista del TLR4/MD2, método que comprende:

(a) la obtencién de una bacteria gramnegativa segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17;

(b) la introduccién de una construccion de un vector de expresion de ADN en la bacteria, vector que comprende
tanto un gen que codifica una proteina de interés expresada a partir de un promotor funcional, como un gen
marcador seleccionable;

(c) el cultivo de la bacteria transformada con la construccion del vector de expresion de ADN;

(d) permitir o inducir que la bacteria transformada con la construccion del vector de expresion de ADN exprese la
proteina de interés; y

(e) retirar la bacteria para que libere la proteina de interés.

20. El método de la reivindicacién 18 o 19, en el que la bacteria se cultiva en un medio de fermentacion que tiene
una concentracion de NaCl en el intervalo de 0,1 M - 0,9 M.
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FI1G.6: Crecimiento a 37 °C de KPM316 y de KMP318 en Super Broth con y sin suplemento de arabinosa-5-fosfato.
El inserto define los simbolos usados para cada cepa y las condiciones de crecimiento.

v
-5
et

g s

Al

PO

s
7 Ak

DO 600 nm
s

o RFITIE 60
s NPRETES 63 = ATPRGED
RPN 3D
w3 BPMIS SR ¢ ANRGRF

3
%
e
s,

¥ 3 ¥ ¥ "
¢ S B RIS W N0 3SR

Tiempo [min]

*

chrty
T2
ik
/’ﬁ/
4l
W
i
Lok
Lo
<
Lo

45

37



ES 2611833 T3

- KPM296-6 SB + MgS0210 mM
+ MgS0410 mM, CaCl22 mM

- KPM296-6 SB + MgS0410 mM
+ MgS04 10 mM, CaCl22 mM +
A5P/G6P

~&-- KPM316 SB + MgS0410 mM +
iCaClz22 mM
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F1G.9: Productos de la PCR generados a partir del par de cebadores que flanquean cada uno de los genes
delecionados procedentes de KMP318 analizados mediante una electroforesis en gel de agarosa y comparados
junto a los productos de control de la PCR procedentes de la cepa parental BW30270.
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F1G.10a: Ensayos basados en células HEK blue de las membranas externas para cada una de KPM316,
KPM318 y BW30270 cultivadas en medio LB a 37 °C.

(A) extractos de la membrana externa de las cepas indicadas desde 2 microgramos bajando hasta 2 picogramos.
También se muestra el LPS de E. coli K12 de referencia suministrado con el kit.

FIG, T0a
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Induccion relativa de NFKB en las células HEK-Blue

(absorbancia a 655 nm)

ES 2611833 T3

Células completas afiadidas en las cantidades indicadas de unidades formadoras de
colonias (UFC)

Unidades Formadoras de Colonias (ufc)

FIG. 10b
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FIG.11: Espectros de ESI-EM de las muestras de membrana externa extraidas a partir de KPM316 (A) y de KPM318
(B).
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Escherichia coli KPM316 (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP)

La secuencia de la hebra sentido del organismo es la secuencia de referencia de E. coli con las siguientes
alteraciones:

msbA52 sustituye al alero natural de msbA, en el que una C en 965895 esta sustituida por una T, dando como
resultado una Serina en lugar de una Prolina en el aminoacido 18 de la proteina MsbA.

SEQIDS

ATGUATAACGACAAALATCTCTCTACGTGGUAGACATTCCGLCGALTETGG TCAACDATTGE
GLCTTTCAAAGCGGGTOTGATCETOGCGLGGCETAGLGTTAATCOTOAACGCAGCCAGUGAT
AT TCATGTTATCGOTOCTTAAGCCACTTOTTGAT GATGGOETTTGETAMAACAGATOGOTCC

ATGTCTCOAGCTACTGTATCTCOTG GG TATCAGGAAAG G TGO TAATGACCATGUGTCGLOG
COTGTTTGOTOACATGATGOGGAATGCUAGTTTCATTOTTTGACAAACAGTCAMCGEGTACGC
TETTGTCACGTATTACCTACGATTCCGAACAGGTTGCTTOTTOTTCTTCOGLUGCACTGATTA
CTGTTOTGOGTGAAGGTGLGTCBATCATCGGLCTGTTCATCATGATGTTOTATTACAGT TG
CABCTGTCGATCATTTTCATTGTGUTGGUACCEATTGTTTOGATTGCGATTCHCGTTGETATCG
AAGCGTTTTOGUAACATOAGTAASMAACATGUAGAACACCAT GGELLAGETGALCACCAGLG
CAGAACAAATGCTGAAGGGCCACALAGAAGTATTCATTTTCOETGOTCAGGAAGT GGAAAD
GAAACGUTTTOGATAAAGTCAGCAACCOAATGOOTOTTCAGEGGATGAMASTCGETTTCAGCCT
CTTCCATCTOTGATCOGATCATTCAGCTCATCOGOOTCTTTOOOGOTOGCGTTTGTTOTETAT
GUGGLGAGCTTOCCAAGTETCATGOATAGCCTCACTGLCGETACGATTACCETTGTTTTOTC
TTCAATGATTGCACTOATECGTOOGOTGALAATCGOTCACCAALGT TAACZGUCCAGTTOCAGT
GLGETATGOGOGEGCTTGTCAGALGCTOTTTACCATTCTGGACAGTCAGCAGGAGAALGATGA
AGGTAAGCOOGTGATCCAGLGTGOGACTEECGACGTGGAATTCOGOAATETCACCTTTACT
TATCOGGOGACGTEACGTACCTGCATTGOETAACATCAACCTEALMAATTCCEELAGOGAAGA
CEOTTGCTCTGOTTGGACGOTCTGOTTCGOGOGTAMMT CAACCATCGCCAGCUTOATCACG LG
TTTTTACGATATTGATGAAGGOGAAATCOTCATGOATCGGTOACGATCTGOGUGAGTATACCO
TOGCGTCETTACGTAACCAGGTTGOTCTOGTCTCGCAGAATGTCCATCTGTTTAACGATACG
CTTGOTAACAACATTGOTTACGCACGGALTGAADAGTACAGCOGTCAGCAAATTGAAGALGT
GELUGLGETATGGCCTACGCCATGRACTTCATOAATAAGATGGATAACGETCTCGATACAGTG
ATTGETRAAAMADGGOGTGUTGETCTCTGGUGEGTCAGCETOAGLGTATTGOTATOGUTCGAL
COTTGTTGCGTEATAGCCCGATTCTGATTCTGGALGAAGCTALCTCGGOTCTGGATATCGAA
TOGAACGTGUGATTCAGGCGGLACTGGATGAGTTGLAGAAAAADCGTACTTOTUT GETGA
TTGRCCCACCGOTTGTUTACCATTGAAAG GUAGACGAAATOGTGGTCGTCGAGGATGGTET
CATTGTGEAACGCEGOGTALDGCATAACGATT TGO TTEAGCACCGCGGLGTTTACGUECAACTT
CACAAAMATEOAGTTTGEECAATGA
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AgutQ
Los nucledtidos 2827845 hasta 2828789 estan delecionados de la secuencia de referencia, y se incorpora la
siguiente secuencia en KPM316 (los nucledtidos terminales, mostrados en los extremos de la secuencia, estan

presentes en KPM316 y se corresponden con las bases del genoma de MG1655: una C en 2827845 y una G en
2828790):

SEQIDG:
2827845
COTCTAGGUTGGBAGCTGUTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAAC
TT-‘SGG;‘%ATAGGAAGGTCGAS@SATCCCCGGM?E

2828790

FIG. 12b
AkdsD
Los nucledtidos 3339288 hasta 3340264 estan delecionados de la secuencia de referencia, y se incorpora la
siguiente secuencia en KPM316 (los nucledtidos terminales, mostrados en los extremos de la secuencia, estan

presentes en KPM316 y se corresponden con las bases del genoma de MG1655: una T en 3339287 y una C en
3340265):

SEQIDT:
3338287
IGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAG(SAA
CTTCGGAATAGGMCTMGGAGGATATTCATATGQ

3340265

FIG. 12¢
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AlpxL
(la secuencia codificante de IpxL es un complemento de la hebra del acido nucleico de referencia)
Los nucledtidos 1114958 hasta 11155744 estan delecionados de la secuencia de referencia, y se incorpora la
siguiente secuencia en KPM316 (los nucledtidos terminales, mostrados en los extremos de la secuencia, estan

presentes en KPM316 y se corresponden con las bases del genoma de MG1655: una C en 1114957 y una C en
1115745):

SEQIDS:

1114857
QTATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTA
TAGGAACTTCGAAGCAGCTCCAGCCTACACQ
1115745
FiG. 12d
AlpxM
(la secuencia codificante de JpxM es un complemento de la hebra del acido nucleico de referencia)

Los nucledtidos 1937303 hasta 1938151 estan delecionados de la secuencia de referencia, y se incorpora la
siguiente secuencia en KPM316 (los nucledtidos terminales, mostrados en los extremos de la secuencia, estan

presentes en KPM316 y se corresponden con las bases del genoma de MG1655: una G en 1937302 y una G en
1938152):

SEQIDY:
1937302
GTATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGT
ATAGGAACTTCGAAGCAGCTCCAGCCTACAC

1838152

FIG. 12e
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ApagP
Los nucledtidos 655780 hasta 656340 estan delecionados de la secuencia de referencia, y se incorpora la siguiente
secuencia en KPM316 (los nucledtidos terminales, mostrados en los extremos de la secuencia, estan presentes en
KPM316 y se corresponden con las bases del genoma de MG1655: una A en 655779 y una G en 656341):
SEGIDIO
BSE7TY
&GTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAA"F'AGGAA

CTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATG§
856341

LA

7

FIG. 12¢

AlpxP
Los nucledtidos 2493667 hasta 2494587 estan delecionados de la secuencia de referencia, y se incorpora la
siguiente secuencia en KPM316 (los nucledtidos terminales, mostrados en los extremos de la secuencia, estan

presentes en KPM316 y se corresponden con las bases del genoma de MG1655: una T en 2493666 y una C en
2494588):

SEQIDT:
2493666

IGTGTAGGCTGGAGCTGCTT{3GAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAA’TA_GGAA
CTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGQ
2494588

FIG. 129
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Escherichia coli KPM318 (msbA52 AkdsD AgutQ AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA)

La secuencia de la hebra sentido del organismo es la secuencia de referencia de E. coli con las siguientes
alteraciones:

msbA52 sustituye al alero natural de msbA, en el que una C en 965895 esta sustituida por una T, dando como
resultado una Serina en lugar de una Prolina en el aminoacido 18 de la proteina MsbA.

SEQIZ:

ATGUATAACGACAAALATCTCTCTACGTGGUAGACATTCCGLCGALTETGG TCAACDATTGE
GLOTTTCAAAGCGGGTOTGATCGTGGOGHGGCGTAGLGTTAATCOTCAACGUAGCCAGLUGAT
AT TCATGTTATCGOTOCTTAAGCCACTTOTTGAT GATGGOETTTGETAMAACAGATOGOTCC

ATGTCTCOAGCTACTGTATCTCOTG GG TATCAGGAAAG G TGO TAATGACCATGUGTCGLOG
COTGTTTGOTOACATGATGOGGAATGCUAGTTTCATTOTTTGACAAACAGTCAADGGETACEGE
TETTGTCACGTATTACCTACGATTCCGAACAGGTTGCTTOTTOTTCTTCOGLUGCACTGATTA
CTGTTOTGOGTGAAGGTGLGTCBATCATCGGLCTGTTCATCATGATGTTOTATTACAGT TG
CAMCTGTCGATCATTTTGATTOTGLTGOUACCEATTGTTTCOATTRCGATTCGLGTTETATCG
AAGCGTTTTCGCAACATCAGTAAAAACATGCACGAACACCATGGOGOAGETGALCALCAGLS
CAGAACAAATGCTGAAGGGCCACALAGAAGTATTCATTTTCOETGOTCAGGAAGT GGAAAD
GAAACGUTTTOGATAAAGTCAGCAACCOAATGOOTOTTCAGEGGATGAMASTCGETTTCAGCCT
CTTCCATCTOTGATCOGATCATTCAGCTCATCOGOOTCTTTOOOGOTOGCGTTTGTTOTETAT
GUGGCCAGCTTOCCAAGTETCATGGATAGCCTCACTGCCGGTACGATTACCETTIGTTTTCOTC
TTCAATGATTGCACTOATECGTOOGOTGALAATCGOTCACCAALGT TAACZGUCCAGTTOCAGT
GLGETATGOGOGEGCTTGTCAGALGCTOTTTACCATTCTGGACAGTCAGCAGGAGAALGATGA
AGGTAAGCOOGTGATCCAGLGTGOGACTEECGACGTGGAATTCOGOAATETCACCTTTACT
TATCOGGOGACGTEACGTACCTGCATTGOOTAACATOAACCTGAAMATTCCEECAGOGAAGA
CGOTTGOTCTGOTTGGACGCTCTGGTTCGEGTAAMT CAACCATCGCOAGLOTGATCALGCS
TTTTTACGATATTGATGAAGGOGAAATCOTCATGOATCGGTOACGATCTGOGUGAGTATACCO
TG ETCETTACGTAACCAGGTTGOTCTGRTGTCGLAGAAT GTCOATCTGTTTAACGATACS
CTTGUTAACAACATTGOTTACGUACGEACTGAACAG TACAG CCETGARTAMMT T GAAGALGC
GGLUGLGTATGGCOTACGCCATGLACTTCAT CAATAMGATGGATAACGETCTCGATACAGTG
ATTGETRAAAMADGGOGTGUTGETCTCTGGUGEGTCAGCETOAGLGTATTGOTATOGUTCGAL
COTTGTTGCGTEATAGCCCGATTCTGATTCTGGALGAAGCTALCTCGGOTCTGGATATCGAA
TCCGAACGTGUGATTCAGGUGECACTGGATGAGTTGLAGAMALALCGTACCTOTOTGETRA
TTGCCLCACCGOCTTGTUTACCATTGAMAGGUAGACGAARTCGTERTCETCGAGGATEETGT
CATTGTGEAACGCEGOGTALDGCATAACGATT TGO TTEAGCACCGCGGLGTTTACGUECAACTT
CACAAAMATEOAGTTTGEECAATGA
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AgutQ
Los nucledtidos 2827846 hasta 2828789 estan delecionados de la secuencia de referencia, y se incorpora la
siguiente secuencia en KPM318 (los nucledtidos terminales, mostrados en los extremos de la secuencia, estan

presentes en KPM318 y se corresponden con las bases del genoma de MG1655: una C en 2827845 y una G en
2828790):

SEQID1S:
2827845

COTGTAGGCTGCGAGCTGUTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAAD
TTCGGAATAGGAAGGTCGACGGATCCCCGGAAT@
2828790

FIG. 14b

AkdsD
Los nucledtidos 3339288 hasta 3340264 estan delecionados de la secuencia de referencia, y se incorpora la
siguiente secuencia en KPM318 (los nucledtidos terminales, mostrados en los extremos de la secuencia, estan

presentes en KPM318 y se corresponden con las bases del genoma de MG1655: una T en 3339287 y una C en
3340265):

SECI4
FB30287

:EGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCCSI—‘&AGTTCSTATACTTTCTAGAGAATAGGAA
CTTCGGAATAGEAAUTARGGAGGATATT {Z&TMT'GQ
3340265

FiG, 14c
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AlpxL
(la secuencia codificante de IpxL es un complemento de la hebra del acido nucleico de referencia)
Los nucledtidos 1114958 hasta 11155744 estan delecionados de la secuencia de referencia, y se incorpora la
siguiente secuencia en KPM318 (los nucledtidos terminales, mostrados en los extremos de la secuencia, estan

presentes en KPM318 y se corresponden con las bases del genoma de MG1655: una C en 1114957 y una C en
1115745):

SEQID1S:
1114957

CTATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTA
TAGGAACTTCGAAGCAGCTCCAGCCTACACT
1115745

FIG. 14d

AlpxM
(la secuencia codificante de JpxM es un complemento de la hebra del acido nucleico de referencia)
Los nucledtidos 1937303 hasta 1938151 estan delecionados de la secuencia de referencia, y se incorpora la
siguiente secuencia en KPM318 (los nucledtidos terminales, mostrados en los extremos de la secuencia, estan

presentes en KPM318 y se corresponden con las bases del genoma de MG1655: una G en 1937302 y una G en
1938152):

SEQID16:
1837302

GTATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGT
ATAGGAACTTCGAAGCAGCTCCAGCCTACAC
1938152

FIG. 14e
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ApagP
Los nucledtidos 655780 hasta 656340 estan delecionados de la secuencia de referencia, y se incorpora la siguiente

secuencia en KPM318 (los nucledtidos terminales, mostrados en los extremos de la secuencia, estan presentes en
KPM318 y se corresponden con las bases del genoma de MG1655: una A en 655779 y una G en 656341):

éﬁ?GTASGCT{SSASC?GCT"?CGAAGTTCC?A?ACTTTCTAGAGAATA{SSA;’%
CTTCLGGAATAGGAAUTAAGGAGGATATICATAT G§
856341
FIG. 14§
AlpxP
Los nucledtidos 2493667 hasta 2494587 estan delecionados de la secuencia de referencia, y se incorpora la
siguiente secuencia en KPM318 (los nucledtidos terminales, mostrados en los extremos de la secuencia, estan

presentes en KPM318 y se corresponden con las bases del genoma de MG1655: una T en 2493666 y una C en
2494588):

SEQID18:
2493666

I_GTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTGCTATACTTTCTAGAGAATAGGAA
CTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGAT&TTCATATGQ

2494588
FIG. 14g
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AeptA

(la secuencia codificante es un complemento de la hebra del acido nucleico de referencia)
Los nucledtidos 4331974 hasta 4333613 estan delecionados de la secuencia de
referencia, y se incorpora la siguiente secuencia en KPM318 (los nucledtidos terminales,
mostrados en los extremos de la secuencia, estan presentes en KPM318 y se
corresponden con las bases del genoma de MG1655: una T en 4331973 y una C en
4333614):

SEGIDTD:
4331973

TCATATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAG
TATAGGAACTTCGAAGCAGCTCCAGCCTACACT
4333614

FiG. 14k
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BW30270/pMAL-c2 - no inducido

BW30270/pMAL-c2 —extracto de proteina, inducido (3 h)
BW30270/pMAL-c2 — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
KPM318/pMAL-¢2 - no inducido

KPM318/pMAL-c2 — extracto de proteina, inducido (3 h)
KPM318/pMAL-cZ — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
KPM318-8/pMAL-cZ — no inducido

KPM318-9/pMAL-cZ — extracto de proteina, inducido (3 h)
KPM318-8/pMAL-c2 — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)

10. KPM318-10/pMAL-cZ — no inducido

11. KPM318-10/pMAL-c2 — extracto de proteina, inducido (3 h)

12. KPM318-10/pMAL-c2 — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
13. KPM318-18/pMAL-¢c2 - no inducido

14. KPM318-19/pMAL-c2 — extracto de proteina, inducido (3 h)

15. KPM318-19/pMAL-cZ — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
16. KPM318-23/pMAL-cZ ~no inducido

17.KPM318-23/pMAL-c2 — extracto de proteina, inducido (3 h)
18.KPM318-23/pMAL-c2 — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)

FIG. 36
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BW30270/pMAL-p2 - no inducido

BW30270/pMAL-p2 — extracto de proteina, inducido (3 h)
BW30270/pMAL-p2 — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
K PM318/pMAL-p2 -no inducido

KPM318/pMAL-p2 —~ extracto de proteina, inducido (3 h)
KPM318/pMAL-p2 — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
KPM318-9/pMAL-pZ —no inducido

KPM318-9/pMAL -p2 — extracto de proteina, inducido (3 h)
KPM318-9/pMAL-p2 —sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
10. KPM318-10/pMAL-p2 ~ no inducido

11 KPM318-10/pMAL-p2 — extracto de proteina, inducido (3 h)

SR A A

12. KPM318-10/pMAL-p2 —sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
13 KPM318-19/pMAL-p2 — no inducido

14. KPM318-19/pMAL-p2 — extracto de proteina, inducido (3 h)

15. KPM318-19/pMAL-p2 — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
16. KPM318-23/pMAL-p2 — no inducido

17 . KPM318-23/pMAL-p2 — extracto de proteina, inducido (3 h)

18 KPM318-23/pMAL-pZ —~sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)

FIG. 37
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BW30270/pMAL-c2 - no inducido
BW30270/pMAL-c2 — extracto de proteina, inducido (durante la noche)
BW30270/pMAL-c2 — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
KPM318/pMAL-cZ - no inducido

KPM318/pMAL-02 —extracto de proteina, inducido (durante la noche)
KPM318/pMAL-c2 —sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
KPM318-8/pMAL-c2 —no inducido

KPM318-9/pMAL-c2 ~gxtracto de proteina, inducido (durante la noche)
KPM318-8/pMAL-c2 —sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)

. KPM318-10/pMAL-c2 —no inducido

t. KPM318-10/pMAL-cZ ~extracto de proteina, inducido (durante la noche)

. KPM318-10/pMAL-c2 — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
. KPM318-19/pMAL-c2 ~ no inducido

. KPM318-19/pMAL-c2 — extracto de proteina, inducido (durante la noche)

. KPM318-19/pMAL-c2 — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
. KPM318-23/pMAL-c? —no inducido

KPM318-23/pMAL-c2 —extracto de proteina, inducido (durante la noche)

. KPM318-23/pMAL-cZ — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)

FIG. 38
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M 1 2 3 4 & 8 7 &8 98 40 01 12 13 14 15 18 17 8 M

BW30270/pMAL-p2 - no inducido

BW30270/pMAL-p2 — extracto de proteina, inducido (durante la noche)
BW30270/pMAL-p2 —sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
KEPM318/pMAL-p2 - no inducido

KFPM318/pMAL-p2 — extracto de proteina, inducido (durante la noche)
KHM318/pMAL-p2 — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
KPM3I15-9/0MAL-pZ —no inducido

KFM318-3/pMAL-p2 —extracto de proteina, inducido (durante la noche)
KFPM318-8/pMAL-p2 — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
KPM318-10/pMAL-p2 —no inducido

. KPM318-10/pMAL-p2 ~ extracto de proteina, inducido (durante la noche)
12.

KPRM318-10/pMAL-p2 — sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
KPM318-19/pMAL-p2 —no inducido

KPM318-19/pMAL-p2 — extracto de proteina, inducido (durante la noche)
KPRM318-19/pMAL-p2 —sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)
KPM318-23/pMAL-p2 ~no inducido

KPM318-253/pMAL-p2 —extracto de protelna, inducido (durante la noche)
KPM318-23/pMAL-p2 - sobrenadante de cultivo, inducido (durante la noche)

FIG. 39
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BW30270/pMAL-c2 - no inducido

BW30270/piAL-c2 — extracto de proteina, inducido (3 h)
BW30270/pMAL-c2 — sobrenadante de cultivo, inducido (3 h)
KPM318/pMAL-¢2 - no inducido

KPM218/pMAL-cZ —extracto de proteina, inducido (3 h)
KPM318/pMAL-c2 - sobrenadante de cultivo, inducido (3 h)
KPM318-89/pMAL-c2 —no inducido

KPM318-9/pMAL-c2 - extracto de proteina, inducido (3 h)
KPM318-9/pMAL-02 —sobrenadante de cultivo, inducido (3 h)
KPM318-10ipMAL-c2 —no Inducido

KPM318-10/pMAL-c2 — extracto de proteina, inducido (3 h)
KPM318-10/pMAL-c2 —sobrenadante de cultivo, inducido (3 h)
KPM318-18/pMAL-c2 —no inducido

KPM218-19/pMAL-c2 — extracto de proteina, inducido (3 h)
KPM318-18/pMAL-C2 — sobrenadante de cultivo, inducido (3 h)
KPM318-23/pMAL-cZ — no inducido

KPM318-23/ipMAL-cZ —extracto de proteina, inducido (3 h)
KPM318-23/pMAL-c2 - sobrenadante de cultivo, inducido (3 h)

BW30270/pMAL-p2 -no inducido

BW30270/pMAL-p2 -extracto de proteina, inducido (3 h)
BW3027 iipMAL-p2 —sobrenadante de cultivo, inducido (3 h)
KPM318/pMAL-p2 -no Inauciao

KPM318/pMAL-p2 —extracto de proteina, inducido (3 h)
KPM318/pMAL-pZ - sobrenadante de cultivo, inducido (3 h)
KPM318-8/pMAL-p2 —no inauciao

KPM318-8/pMAL-p2 — extracto de proteina, inducido (3 h)
KPM318-9/oMAL-p2 - sobrenadante de cultive, inducido (3 h)
KPM318-10/pMAL-pZ —no inducido

KPM318-10/pMAL-pZ --extracto de proteina, inducido (3 h)
KPM318-10/6MAL-p2 — sobrenadante de cultivo, inducido (3 h)
KPM318-19/5MAL-P2 ~ 0 inducido

KPM218-18/pMAL-p2 — extracto de proteina, inducido (3 h)
KPM216-19/pMAL-pZ —sobrenadante de cultivo, inducido (3 h)
KPM318-22/oMAL-p2 ~ no inducido

KPM318-23/cMAL-p2 —extracto de proteina, inducido (3 h)
KPM318-23/pMAL-p2 —-sobrenadante de cultive, inducido (3 h)

FlG. 40
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M4 2 3 4% 8T 8 % 10
KPME18420 10

W% o2 3 4% & 7 88 48
£ KRNI

2 4% &7 8 % 8
KPHIIIEA20 18

M1 2 3 4 5 &7 & @ 1

Mot 2 &4 5 &7 & 8 1%

KFMS 8428 81

Extracto de proteina - no inducido
Saobrenadnate de cultivo- no inducido
Extracto de proteina - inducido (3 h)
Sobrenadante de cultive- inducido (3 h)

won o=

i

l

Extracto de proteina - inducido (€ h)
Sobrenadante de cultivo- inducido (6 h)
Extracto de proteina - inducido (12 h)
Sobrenadante de cultivo- inducido (12 h)
Extracto de proteina - inducido (24 h)'

=B o® N

0. Sobrenadante de cultivo- inducido (24 h)

KPM312.450 23

FIG. 41
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i 2 3 & & & 7T 8 89 W 4 2 ¥ 4 5 8 F & v W
BWa0270 TR KPRM38-42C 10

HPRE318 b KPM3ITE-420 19

KEMI18-42C § 1 KpMItE2e 23 ,

1. Extracto de proteina - no inducido
Sobrenadnate de cultivo- no inducido
Extracto de proteina - inducido (3 h)
Sobrenadante de cultivo- inducido (3 h)

WM

N

Extracto de proteina - inducido (6 h)
Sobrenadante de cultivo- inducido (6 h)
Extracto de proteina - inducido (12 h)
Sobrenadante de cultivo- inducido (12 h)
Extracto de proteina - inducido (24 h)‘

N

0. Sobrenadante de cultivo- inducido (24 h)

FIG. 42
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BW30270/npdexpress404:51149 - no inducido
BW30270/plexpressd404:51149 - inducido (3 h)
BW30270/pJexpressd04:51149 -inducido (6 h)
BW30270/pdexpressd(4:51149 - inducido (12 h)
BW30270/plexpress404:51149 - inducido (24 h)
KPM318/plexpress404:51148 - no inducido
KPM318/pJexpress404:51148 -inducido (3 h)
KPM318/plexpress404:51149 - inducido (6 h)
KPM318/pJexpress404:51149 - inducido (12 h)
10, KPM318/pdexpress404:51148 - inducido (24 h)

© L N O g R WM =
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KPM318-9/pJexpress44:51149 - no inducido
KPM318-9/pJexpress4(4:51140 - inducido (3 h)
KFM318-9/plexpress4(4:51148 -inducido (6 h)
KPM318-9/pJexpress404:51149 - inducido (12 h)
KPM318-9/pJexpress44:51148 - inducido (24 h)
KPM318-10/pdexpress404:51148 -no inducido
KPFM318-10/pJexpress404:51149 -inducido (3 h)
KPM318-10/plexpressd4:51149 - inducido (6 h)
KPM318-10/pJexpress404:51148 -inducido (12 h)

0. KPM318-10/pJexpress404:51148 - inducido (24 h)

FlG. 45
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KPM318-19/pJexpressd404:5114¢ -no inducido
KPM318-19/plexpress4(4:51149 -inducido (3 h)
KPM318-19/pJexpress404:51149 - inducido (6 h)
KPM318-19/pJexpress404:5114¢ -inducido (12 h)
KPM318-19/pJexpressd404:5114¢g - inducido (24 h)

FIG. 46
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BW30270/pJexpress404:51150 -no inducido
BW30270/pJexpress404:51150 -inducido (3 h)
BW30270/plexpress404:51150 - inducido (6 h)
BW30270/pJexpress404:51150 -~inducido (12 h)
BW30270/plexpress404:51150 - inducido (24 h)
KPM318/pJdexpressd(04:51150 -no inducido
KPM318/plexpress404:51150 -inducido (3 h)
KPM318/pJexpress404:51150 - inducido (6 h)

. KPM318/pJexpress404:51150 - inducido (12 h)

0. KPM218/pJexpress404:51150 - inducido (24 h)

FIG. 47
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M1 2 3 4 &

KPM318-9/p.Jexpress404:51150 -no inducido
KPM318-8/pJexpressd44:51150 -inducido (3 h)
KFM318-9/pJexpress404:51150 - inducido (6 h)
KPM318-9/plexpress404:51150 - inducido (12 h)
KPM318-9/plexpress404:51150 - inducido (24 h)
KPM318-10/pJexpress404:51150 -no inducido
KPM318-10/pJexpress404:51150 -inducido (3 h)
KPM318-10/pJexpress404:51150 - inducido (6 h)
KPM318-10/plexpress4(4:51150 - inducido (12 h)
10. KPM318-10/pJexpress404:5115¢ - inducido (24 h)

© oo N W=

FIG. 48
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KPM318-19/pJexpress404:51150 -no inducido
KPM318-19/pJexpress4(4:51150 -inducido (3 h)
KPM318-19/plexpressd404:51150 - inducido (6 h)
KPM318-19/plexpress404:51150 - inducido (12 h)
KPM318-19/plexpress404:51150 - inducido (24 h)

FIG. 49
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1. BW30270/plexpress404:.51150 _no inducido

2. BW30270/pdexpress404:51150 _inducido (3 h)
3. BW30270/plexpress404:51150 . inducido (6 h)
4. BW30270/pJexpress404:51150 _inducido (12 h)
5. BW30270/pdexpress404:51150 _inducido (24 h)
6. KPM318/plexpress404:51150 -no inducido

7. KPM318/pJexpress404:51150 -inducido (3 h)

8. KPM2318/pdexpress404:51150 - inducido (6 h)

8. KPM318/plexpress404:51150 -inducido (12 h)
10. KPM318/ptexpress404:51150 - inducido (24 h)

FIG. 51
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KPM318-9/pJexpress404:51150 -no inducido
FM318-Bipdexpressd4(04:51150 .inducido (3 h)
KPM318-9/plexpress404:5115C . inducido (6 h)
KPM318-9/pJexpress404:51150 _inducido (12 h)
KPM318-9/pJexpress404:51150 . inducido (24 h)
KPM318-10/pdexpress404:51 150 -no inducido
KPM318-10/pJexpressd(4:51150 -inducido (3 h)
KPM318-10/pJexpress4(4:51150 - inducido (6 h)
KPM318-10/pJexpress404:5115¢ -inducido (12 h)
10.KPM318-10/plexpress404:51150 - inducido (24 h)

L e N s N =

FIG. 52
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KPM318-19/pJexpress4(4:51150 -no inducido
KPM318-19/pJexpress404:51150 -inducido (3 h)
KPM318-19/plexpress404:51150 - inducido (6 h)
KPM318-18/pJexpress404:51150 -inducido (12 h)
KPM318-19/plexpress4(4:51150 - inducido (24 h)

FIG. 83
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BW30270/nJexpress404:51149 -no inducido
BW30270/pJexpress404:51149 .inducido (3 h)
BW30270/pdexpress4(4:51148 . inducido (6 h)
BW30270/pdexpress4(4:51148 ~inducido (12 h)
BW30270/pJexpress4(4:51149 . inducido (24 h)
KPM318/pJexpress4(4:51149 -no inducido
KPM318/pJexpress404:51149 -inducido (3 h)
KPM318/pJexpress404:51149 - inducido (6 h)
KPM318/pJexpress404:51149 - inducido (12 h)
10. KPM318/pJexpress404:51149 - inducido (24 h)
FIG. 54
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KPM318-8/pJexpress4(4:51149 -no inducido
KPM318-8/pJexpress404:51149 -inducido (3 h)
KPM318-8/pJexpress404:51149 - inducido (6 h)
KPM318-9/pJexpress404:51149 -inducido (12 h)
KPM318-S/pJexpress4(4:51149 - inducido (24 h)
KPM318-10/pJexpress404:51148 -no inducido
KPM318-10/pJexpress404:51148 -inducido (3 h)
KPM318-10/pJexpress404:51148 - inducido (6 h)
KPM318-10/plexpress404:5114§ ~inducido (12 h)
10. KPM318-10/pJexpress404:51148 - inducido (24 h)

e N DR W=

FIG. 85
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M 1 2 3 4 5§ M

KPM318-19/pJexpressd404:51149
KPM318-19/pJexpressd4(04:51149
KPM318-1%/pdexpress404:51149
KPM318-19/plexpress404:51149
KFM318-18/pJexpressd44:51149

97

FIG.

-no inducido
-inducido (3 h)

- inducido (6 h)
~inducido (12 h)
- inducido (24 h)

58



ES 2611833 T3

M1 2 3 4 5 & T & 9 1M

BW30270/pJexpress404:51150 -no inducido
BW30270/plexpress404:51150 -inducido (3 h)
BW30270/pJexpress404:51150 - inducido (6 h)
BW30270/plexpress404: 51150 -inducido (12 h)
BW30270/pJexpress404:51150 - inducido (24 h)
KPM318/pJexpress404:51150 -no inducido
KPM318/pJexpress404:51150 -inducido (3 h)
KPM318/pexpress404:5115(¢ - inducido (6 h)
KPM318/pJexpress4(4:5115(¢ -inducido (12 h)
10. KPM318/pJexpress404:51150 - inducido (24 h)
FIG. 57
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KPM318-9/pJexpress404:51150 -no inducido
KPM318-8/pJexpress404:51150 -inducido (3 h)
KPM318-9/pJexpress404:51150 - inducido (6 h)
KPM318-8/pJexpress404:51150 -inducido (12 h)
KPM318-9/plexpress404:51150 - inducido (24 h)
KPM318-10/pJexpress4(4:51150 -no inducido
KPM318-10/pJexpress4(04:51150 -inducido (3 h)
KPM318-10/pJexpress404:51150 - inducido (6 h)
KPM318-10/pJexpress404:51150 -inducido (12 h)
10. KPM318-10/pJexpressd4(4:51150 - inducido (24 h)
FIG. 58
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M1 2 3 4 &8 M

KPM318-19/pJexpress404:51150 -no inducido
KPM318-19/pJexpress4(4:51150 -inducido (3 h)
KPM318-19/pdexpress404:51150 - inducido (6 h)
KPM318-19/pJexpress404:51150 -inducido (12 h)
KPM318-19/pJexpressd(4:51150 - inducido (24 h)

FIG. 59
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BW30270/plexpress404:51150 -no inducido
BW30270/pexpress404:51150 -inducido (3 h)
BW30270/pJexpress404:5115( - inducido (6 h)
BW30270/pJexpress404:51150 -inducido (12 h)
BW30270/pdexpress404:51150 - inducido (24 h)
KPM318/pJexpress404:51150 -no inducido
KPRM318/plexpress4(4:51150 -inducido (3 h)
KPM318/plexpress4(4;5115(0 - inducido (6 h)
KPM318/pJexpressdd:51150 -inducido (12 h)
10. KPM318/pJexpress404:5115( - inducido (24 h)
FIG. 60
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KPM318-8/pJexpress404:51150 -no inducido
KPM318-9/pJexpress404:51150 -inducido (3 h)
KPM318-8/pJexpressd4(4:51150 - inducido (6 h)
KPM318-8/pJexpress4(4:51150 -~inducido (12 h)
KPM318-8/pJexpress404:51150 - inducido (24 h)
KPM318-10/pJexpress4(4:51150 -no inducido
KPM318-10/plexpress4(4:51150 -inducido (3 h)
KPM318-10/pJexpress404:51150 - inducido (6 h)
KPM318-10/pJexpress404:51150 -inducido (12 h)
10. KPM318-10/pJexpress404:51150 - inducido (24 h)
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FiG. 61
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KPM318-19/pJexpress404:51150 -no inducido
KPM318-19/pdexpress4(4:51150 -inducido (3 h)
KPM318-19/plexpress404:51150 - inducido (6 h)
KPM318-19/plexpress404:51150 -inducido (12 h)
KPM318-19/pJexpress404:51150 - inducido (24 h)

FIG. 62
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E. cofi TOP10pMAKTOS Kim™ CATMUT £, colif TOP10/pMAKT05 Km™ CATMUT

LB + 30 pg/ml de kanamicina LB + 30 pg/ml de kanamicina + 15 pg/ml de cloranfenicol

£, coli XL1-Blus/pMAKT70S Km" CATMUT E. cofi XL1-Blue/pMAKTOS Km" CATMUT
LB + 30 pg/ml de kanamicina LB + 30 pg/ml de kanamicina + 15 pg/ml de cloranfenicol

FIG. 67
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Tabla 1. Ejemplos de cepas de E. coli construidas

KPMIT74

Descripcion

KP

KPM280

KPM281

KiM288 KIPM22 L) AdpxLoKim'

KPM2U0 KPM22 L1 AdpcloKm®

KPM296 KPM22 11T Adpxf.

KPM206-6 42°C-resistant derivative of KPM296
KPM3I0O0 KPM22 L1 Alpad. AlpaMKe”
KEM303 KPM22 11T Adpxl Afpx

BW30270 Apxl: Kan'

E. ol K-12 wild-type; AlpaF: Kim' cepa donante

BW30270 Apugh s Km”

ELcoli K-12 wild-type; Apag P Km' cepa donante

PTIYTTTI

KPM312

KEM2IET

KPM22 LIT AdpxL AfpxM ApaeP AfpxP AeprAsKm'

KPM318

KPM22 L11 Alpxd AlpxM ApagP AlpxP beptd

FIG. 68
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Tabla 2. Lista de picos de la ESI FT ICR EM de las glicoformas detectadas en E. coli
KPM318

Masa observada, g Masa calculada; Compesicion quimica . Glicoforma

3534.5087 35 Gio 32 Hep 2% Keo 49 P 1 REM I SEQID20
37554395 E Gis 3% Hap 3% Ko 57 F 1 B-EN 1% Pha I3 SEQID21
35663265 1 Gt 3% Gic 4* Hep 2¥ Kdo 45 P 12 FLEN 1 Na I SEQID22
37793673 1% <Gat 3% e 39 Hop 37 Kdo 40 P 19 BB 1* Bha 19 R W SEQID23
IIAMGE K60 VA 3% Gic 3% Hep 2Y Ko 9 P 15 F B 1 SEQiD24
3824 36T PNHNAS 1% Cod 32 Ol 4° Hap 2 Kdn £ P T SEQID25

3§46 3333 3+ i3ai 3% Gie 4% Hep ** Kdo 5% P I*PEN *Na 1 SEQID28
PERNAe G 3% Ge 30 Hep 23X Kdo P s o SEQID27

13l 2¥ Gl 3¥ Hep 38 Kdo 3% P ¥ DEN 3% Bhs 1% Na v SEQID28

3657 SOTIEAGENAC 1Y Gsd 3% Gic 4° Hep 2¥ Kdo 3* P {* PLEM ki SEQID28

3704 4313 PYENAr 1+ Gal 3% Ghe 29 Hep 20 Ko 1P o SEQID30

3738.3038 PGRNAC 1Y G 3% Gle 3% Hep 2¥ Kdo 33 P T Na it SEQID31
3 5 G 3° e 4% Hep 2% Kdp 40 P 1° BB b SEQID32

1V Gal 25 Gle 3¢ Hep 3 Kk 45 P 1 PEAY 15 Rha 1% Haxd 1+ Ara¥ SEQID33
12 Gl 32 B 3° Hep 3V Eehy B2 P IT BER 1% Bexd 1% AradN SEQID34
3+ <3at 3 Gle 4% Hep ¥4 Ko 5% P {*P-EN 1% Aaadtd SEQID35

[ RTR TR

FIG. 69
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Tabla 3. Densidad optica y numero de células de las suspensiones
bacterianas inmediatamente antes de la induccion con IPTG

Densidad optica (DOsoo) Ni‘:ﬂ:sde
Cepa inmediat_amente_ 'antes de la (ufc/ml)
induccidén

BW30270/plexpressd404:51148 0,518 N.D.
KPM318/pdexpress404:51149 0,540 N.D.
KPM318-9/pJexpress404:51149 0,603 4,7 x 107
KPM318-10/pJexpress404:51149 0,566 89,2 x 10
KPM318-18/plexpress404:51149 0,538 13 x 10°
BW3027(/plexpress404:51150 (0.555 8,0 x 10°
KPM318/plexpress404:51150 0,548 68,4 x 107
KPM318-9/pJexpressd(4:51150 0,600 7.1 x 10/
KPM318-10/plexpress404:51150 0,601 8,5 x 107
KPM318-18/plexpress404:51150 (0,633 1.5 x 10"

FIG. 70
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Tabla 4. Densidad éptica y numero de células de las suspensiones bacterianas

después de 6h de induccion

Densidad éptica (DOegoo)

‘Numero de

Cepa después de 6 h de células (ufc/ml)
induccidn

BW30270/pJexpress404:51148 2,66 N.O.
KPM318/pJexpress404:51149 2,89 N.D.
KPM318-9/plexpressd04:51149 2,76 7.4 x10°
KPM318-10/pJexpress404:51149 2,73 7,8 x 10°
KPM318-18/pdexpress404:51149 1,73 7.8 x10°
BW30270/pJexpress4(4:51150 1,73 1,0 % 10°
KPM318/plexpress404:51150 2,04 3,9 x 107
KPM318-S/pJexpress404:51150 1,93 4,4 % 107
KPPM318-10/plexpress404:51150 1,86 7.2 %107
KPM318-18/plexpress404:51150 1,49 1,0 x 10°

FIG. 71

112




ES 2611833 T3

Tabla 5. Densidad éptica y niUmero de células de las suspensiones bacterianas después

de 12 h de induccién

Densidad éptica (DQsoo)

Numero de

Cepa después de 6 h de células (ufc/ml)
induccién

BW30270/plexpress404:51149 4,85 N.D.
KPM318/pdexpress404:51148 4,99 N.D.
KPM318-9/pJexpressd04:51143 4,77 9,6 x 107
KPM318-10/plexpress404:51148 4,61 2,0 x 107
KPM318-18/pdexpressd404:51148 3,58 2,7 x 10°
BW3027(/pdexpress404:51150 2,57 3,5 % 107
KPM318/plexpress404:51150 3,32 2,1 %107
KPM318-9/pJexpress404:51150 3,42 2,3 x 10°
KPM318-10/pJexpress404:51150 3,39 1,9 x 107
KPM318-19/pJexpress404:51150 2,38 2,3 % 10°

FIG. 72
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Tabla 6. Densidad éptica y numero de células de las suspensiones bacterianas después
de 12 h de induccién

Densidad 6ptica (DOso0) | Numero de

Cepa después de 12 h de | células (ufc/ml)
induccion

BW30270/plexpress404:51148 8,73 N.D.
KPM318/plexpress404:51149 8,74 N.D.
KPM318-9/pJexpress404:51149 9,08 5,9 x 10°
KPM318-10/pJexpress404:51148 9,10 8,7 % 10°
KPM318-18/plexpress404:51148 6,15 22x10'
BW30270/plexpress404:51150 6,80 1,0x 10"
KPM318/plexpressd404:51150 7,59 10x10°
KPM318-9/pJexpressd404:51150 7,44 31x10°
KPM318-10/pJexpress404:51150 7,75 4,1 x 10"
KPM318-19/pJlexpress404:51150 463 58x 10

HFIG. 73
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Tabla 7. Densidad 6ptica y numero de células de las suspensiones bacterianas después
de 24 h de induccion

Densidad éptica (DOeoo) Numero de

Cepa después de 24 h de células (ufc/ml)
induccidén

BW30270/pJexpress404:51148 12,85 N.D.
KPM318/plexpress4(4:51149 11,85 N.D.
KPM318-9/pldexpress404:51149 10,50 3,0 x 10°
KPM318-10/plexpressd404:51148 10 B0 to the 107 dilut.: -
KPM318-19/plexpress404:51148 775 1,0 x 107
BW30270/pJexpress404:51150 10,00 50x10°
KPW318/pJexpress404:51150 13,75 4,2 x 10°
KPM318-9/pdexpress404:51150 12,30 2,4 x10°
KPM318-10/pJexpressd04:51150 14,20 2.0x10°
KPM318-19/plexpressd04:51150 7,50 20x10°

FIG. 74
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Tabla 8. Determinacion de la cantidad de medio de cultivo obtenido a partir de las
células bacterianas inmediatamente antes de la induccion con IPTG

Densidad éptica (DOsoo) Medio de
Cepa después de 3 h de cultivo (pl)
induccién

BW30270/pdexpress404:51150 0,555 3,9
KPM318/plexpress404:51150 0,548 10,0
KPM318-O/pdexpress404:51180 0,600 91
KPM318-10/pJexpressd404:51150 0,601 3,1
KPM318-19/pJexpress404:51150 (833 8,7

FIG. 78

116




ES 2611833 T3

Tabla 9. Determinacion de la cantidad de medio de cultivo obtenido a partir de las células
después de 3 h de induccion

Densidad éptica (DOsoo) Medio de
Cepa desp_tués dg 3 h de cultivo (pl)
induccion

BW30270/pJexpress404:51150 1,73 8,8
KPM318/plexpressd04:51150 2,04 7,3
KPM318-9/pJexpressd04:51150 1,83 7,7
KPM318-10/plexpress404:51150 1,86 8,0
KPM318-19/plexpress404.51150 1,49 10,0

FIG. 76
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Tabla 10. Determinacién de la cantidad de medio de cultivo obtenido a partir de las
células después de 6 h de induccion

Densidad 6ptica (DOcoo) Medio de

Cepa después de 6hde cultivo (pl)
induccidn

BW30270/plexpress404:51150 257 93
KPM318/pdexpress404:51150 3,32 72
KPM318-8/pJexpress404:51150 3,42 7.0
KPM318-10/pdexpress404:51150 3,38 70
KPM318-19/pJexpress404:51150 2,38 10,6

FIG. 77
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Tabla 11. Determinacion de la cantidad de medio de cultivo obtenido a partir de las

células después de 12 h de induccién

Densidad 6ptica (DOeoo) Medio de
Cepa despyés de.‘!2 h de cultivo (ul)
induccion

BW30270/pdexpress404:51150 6,80 65
KPM318/pJexpress404:51150 7,58 8,1
KPM318-8/pdexpress404:51150 7,44 8,2
KPM318-10/pJexpress404:51150 775 6.0
KPM318-19/pJexpress404:51150 4 83 10,0

FIG. 78
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Tabla 12. Determinacién de la cantidad de medio de cultivo obtenido a partir de las
células después de 12 h de induccion

Densidad 6ptica (DOeoo) Medio de
Cepa después de 24 h de cultivo (pl)
induccién
BW30270/pdexpress404:51150 10,00 75
KPM318/pJlexpress404:51150 1375 5,4
KPM318-8/pdexpress404:51150 12,30 81
KPM318-10/plexpress404:51150 14,20 53
KPM318-19/pJexpressd404:51150 7,50 10,0
FIG. 79
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Tabla 13. Numero de células electrocompetentes

Nuamero de

células

Cepa (ufc/ml)
RW30270 7 3x10°

KPM318 (LB} 4x10°
KPM318 (LB ASP/GEPR) 1,1 x 107

FiG. 80
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Tabla 14. Eficacias de transformacion para las cepas de E. coli BW30270, KPM318
(LB) y KPM318 (LB A5P/G6P)

Eficacia de
transformacion (ufc/ug de
Cepa ADN de pMAL-c2)
BW230270 1,068 x 107
KPM318 (LR} 3,64 x 10°
KPM318 (LB ABP/GBF) 251x 107

FiG. 81
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Tabla 15. Eficacias de transformacion para las cepas de E. coli KPM318-9, KPM318-10,

KPM318-19 y KPM318-23

Eficacia de transformacioén Eficacia de transformacion
(ufc/ug de ADN de pMAL-c2) |(ufc/ug de ADN de pMAL-p2)
Cepa
KPM318-8 3,44 x 10/ 7,42 x 107
KPM318-10 233 x 10/ 278 x 1y
KPM318-19 1,29 x 10° 1,40 x 10°
KPM318-23 1,88 x 10 8,20 x 107

FiG. 82
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Tabla 16. Rendimientos de los plasmidos pMAL-c2 y pMAL-p2 aislados a partir de E. coli
BW30270, KPM318, KPM318-9, KPM318-10, KPM318-19 y KPM318-22

Rendimiento de pMAL-c2 (ug { Rendimiento de pMAL-p2
de ADN/5 ml de cultivo) (1g de ADN/5 ml de cultivo)

Cepa

BW30270 1,36 3,04

KPM318 0,76 0,92
KPM318-8 1,6 1,44
KPM318-10 1,28 12
KPM318-19 0,88 0,82
KPM318-23 0,48 0,28

FiG. 83
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Tabla 17. Calculo de la cantidad de receptor (BW30270 y KPM318) que se debe anadir a
500 pl del donante

DO600 Cantidad de receptor en pl que
se debe anadir a 500 pl del

Cepa donante
JC18022 F'121 Tn10 (25 u) 0,019 -

JCTG055 F 129 Fri0 (50 i) 5635 :

JET80 19T 0 (160 uh 0.07 -

B! i) 0,264 210 il
BW30270 (50 1) 0,432 -

BW30270 (100 u) 0,697 -

EW30270 (200 i) 1008 -

KPM318 (25 ub) 0,055 -

KRI850 1l 0,108 509 4

KPM318 (100 pl) 0,212 -

KPM318 {200 ub) 0372 -

FIG. 84
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Tabla 18. Calculo de la cantidad de receptor (KPM318-9, KPM318-10, KPM318-19, y
KPM318-23) que se debe afadir a 500 ul del donante (JC19022 F'121 Tn10)

DO600 Cantidad de receptor en pl que
se debe anadir a 500 pl del
Cepa donante
JCAG022 F 121 Tn10 (25 ub) 0,035 -
JCA9022 F 121 Tn10 (50 ul) 0,048 -
JC190 ] 0,105 -
JC18022 F 121 Tn10 (200 ul} 0,163 -
K 1) 0,117 449 i
KPM318-9 (50 ul} 0,226 -
KPM318-6 (100 i} (3,352 -
KPM318-g (200 ub (3 354 -
KPM318-10 (50 pi} 0,244 -
KPM318-10 (100 ui) (},446 -
KPM318-10 (200 ui} 0,710 -
KPM318-19 (25 pl) 0,029 -
KPM318-19 (50 0,068 -
i JH 0,131 401 il
0,245 -

b 0,127 413
KPM318-23 (50 ui} 0,241 -
KPM318-23 (100 ub) 0,430 -
KPM318-23 (200 ul) 0,737 -

FIG. 86
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Tabla 19. Densidades oépticas (DOsoo) de las cepas inmediatamente antes de la
infeccion con M13KO7.

Cepa Densidad optica (DOgoo) inmediatamente
antes de la infecciéon con M13KO7
BW30270 {control) 0,717
JE18022 (F 121 Tn10) - control (4,558
KPM318 (conirol} (,344
BW30270 (F 121 TnT0)-1 0,581
BW30270 (F 121 Tn10)-2 0,574
BW30270 (F 121 Tn10)-3 6,800
BW30270 (F 121 Tn10)-4 0,623
KPM318 (F'121 Tn10)-4 G,410
KPM318 (F'121 Tn10)-6 6,178
KPM318 (F121 Tn10)-7 0,174
KPM318 (F'121 Tn10)-8 0,157
KPM318-8 (F121 Tn10)-1 0,128
KPM318-G (F'121 Tn103-2 0,248
KPM318-9 (F'121 Tn10)-3 0,008
KPM318-9 (F'121 Tn10)-4 (3,261
KPM318-10 (F121 Tn703-1 0,111
KPM318-10 (F 121 Tn710)-3 0,289
KPM318-1Q(F121 Tn10)-4 0,168
KPM318-10(F121 Tn10)-5 0,406
KPM318-19 (F121 Tn10)-6" (,136
KPM318-23 (F121 Tn103-1 0,219
KPM318-23 (F121 Tn10)-2 0,328
KPM318-23 (F"121 Tn10)-3 0,280
KPM318-23 (F"121 Tn10)-5 0,252

FIG. 86
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Tabla 20. NUmero de colonias resistentes a la kanamicina después de la infeccién de
los potenciales transconjugantes F'121 Tn10 con el fago colaborador M13KQ7

Cepa Ndmero de colonias resistentes a la
kanamicina (ufc/ml)

BW30270 {control) 0
JC16022 (F121 Tni0) - control 2.8x10°
KFPM318 (control) 8,6 x 10°
BW30270 (F 121 Tn10)1 2.7 x10°
BW30270 (F121 Tn10)-2 1,0 x 10°
BW30270 (F121 Tn10)-3 21 x10°
BW30270 (F121 Tn10)4 1,7 x 10°
KPM318 (F121 Tn10)-4 4,2 x 10"
KPM318 (F'121 Tn10)-6 5,5 x 107
KPM318 (F'121 Tn10)-7 4.4 x10°
KPM318 (F121 Tn10)-8 6,4 x 107
KPM318-9 (F121 Tn10)-1 1,4 x 10
KPM318-8 (F'121 Tn10)-2 4.1 x10°
KPM318-8 (F 121 Tn10)-3 3,8 x 10
KPM318-8 (F 121 Tn10)-4 56 x 10
KPM318-10 (F121 Tn 1031 3,6 x10°
KPM318-10 (F'121 Tn10}-3 7.6x1¢°
KPM318-10 (F 121 Tn10)4 6,5 x 10
KPM318-10 (F 121 Tn103-5 7.8 x 10°
KPM318-18 (F121 Tn10)-6 6.4 x 10°
KPM318-23 (F'121 Tn10)-1 9,8 x 10°
KPM318-23 (F121 Tn10)-2 3,7 x107
KPM318-23 (F121 Tn10)-3 1.0 x 107
KPM318-23 (F121 Tn10)-5 2,3 x 10°

FIG. 87
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Tabla 21. Secuencias indicadas en esta solicitud

SEQ D No.

Secuencia de aminoacidos

SEQIDA

ATATGGATCOTTACATCOOGATAGCTAGACTGE

SEQIDZ

ATATAAGCTTGAAGAACTCCAGCATGAGATCC

SEQID3

GAGAAALMALATCACTGOATATACCTAGCETTIGATATATCCCAATGGCA

SEQIGS

CAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCLCEACATGGAAGCCATC

SEQIDS

ATGCATAACGACAAAGATCTCTCTACGTGGCAGACATTCCGCCGACTGTGG ICAACC
ATTGCGCCTTTCAAAGCGGETCTGATCGTCGUGCGCETAGCETTAATCCTCAACGCA
GUCAGCGATACCTTCATGTTATCGCTCCTTAAGCCACTTCTTGATGATGGCTTTGGTA
ALACAGATCGCTCCGTGCTGGTGTGGATGCCGCTCOTGGTGATCCCGUTGATGATT
TTACGTOGTATCACCAGCTATETCTCCAGCTACTGTATCTCCTGOOTATCAGGAAAG
GTGGTAATGACCATGCGTCGLCGCOCTGTTTGGTCACATGATGGGCAATGCCAGTTTCA
TTCTTTOACAAACAGTCAACGGGTACGLTGTTGTCACGTATTACCTACGATTCCGAAC
AGETTGCTTCTTCTTCTTCCGGCOCACTGATTACTEGTTGTGCGTGAAGGTGCGTCGA
TCATCOGCCTGTTCATCATGATGTTCTATTACAGTTGGCAACTGTCGATCATTTTGATT
GTGCTGGCACCCGATTGTTTCCATTGCGATTCGUGTTGTATCGAAGCGTTTTICGCAAC
ATCAGTAAALACATGCAGAACACCATGGOCCAGGTBACCACCAGCGCAGAATAAAT
GCTGAAGGGCCACARAGAAGTATTGATTTTCGGTGGTCAGGAAGTGEGAAALGAAACS
CTTTGATAAAGTCAGCAACCGAATGUGTCTTCAGGGGATGAAAATGGTTTCAGCCTC
TTCCATCTCTCATCCGATCATTCAGCTGATCBCCTCTTTGGCACTGGCGTTIGTTCTG
TATGCGGCGAGCTTCCCAAGTETCATGGATAGCCTGACTGCOGGTACGATTACCGTT
GTITTCTCTTCAATGATTGCACTGATGCGTCCGUTGAAATCGUTGACCAALGTTAALG
CCCAGTTCCAGCGCGETATGGCGGOTTGTCAGACGCTGTTTACCATTCTGGACAGTG
AGCAGGAGAAAGATGAAGGTAAGCCCGTEATCGAGCGTECGACTGGCGACLGTEGA
ATTCCGUAATGTCACCTTTACTTATCOCGOOACGTGACGTACCTGUATTGLGTAACATC
AACCTGAAAATTCCGGCAGGGAAGACGETTGCTCTGGTTGGACGCTCTIGETTCGGE
TAAATCAACCATCGOCAGCCTCATCACGCGTTTTTACGATATTCATGAAGGCGAAATC
CTGATGGATGOETCACGATCTGUGCGAGTATACCCTGGUGTCGTTACGTAACCAGGTT
GCTCTGGTGTCGCAGAATGTCCATCTGTTTAACGATACGGTTGCTAACAACATTGCTT
ACGCACCCACTGAACAGTACAGCCCTCAGCAAATTGAAGAAGCGGCGLETATGELEC
TACGCCATGGACTTCATCAATAAGATGCATAACGGTCTCGATACAGTGATTGGTGAAA
ACCGGCGTGCTGCTCTCTCGCCGGTCAGCGTCAGCETATTGCTATCGOTCGAGCCTTG
TTGCGTGATAGCCCGATTCTGATTCTEGACGAAGCTACCTCGGUTCTGGATACCGAA
TCCGAACGTGCHGATTCAGGCGGCACTGGATCAGTTGCAGAAAAACCGETACCTCETCTG
GTCATTGCCCACCECTTGTCTACCATTGAAAAGGCAGACGAAATCETGGTCGTCGAG
GATGGTGTCATTGTGGAACGCGGTACGCATAACGATTTGCTTGAGCACCGCGGCETT
TACGOGCAACTTCACAAAATGCAGTTTGGCCAATGA

SEQIDE

cGTOTAGGCTGCGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGA
ATAGGAAGGTCGACGGATCCCCGGAATE

SEQIDY

TCTGTAGGUTCCAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGG
AATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGE

SEQIDS

CTATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAA
CTTCGAAGCAGUTUCAGCUTACALD

SEQIDS

GTATGAATATCOTCCTTAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAA
CTTCGAAGCAGCTCCAGCCTACACG

SEQIDAG

AGTGTAGGCTGGAGCTGOTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTEGG
AATAGCAACTAAGCAGGATATTCATATGE

SEQID

TGTCTAGGUTGGAGCTCCTTCCAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGE
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AATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGC

SEQIDA2

ATGCATAACGACAAAGATCTCTCTACGTGGCAGACATTCCGCCGACTGTGE [CAACC
ATTGCGCCTTTCARAGCGGGTCTGATCGTGGLGOGUGTAGCGTTAATCCTCAALGCA
GUCAGCGATACCTTCATGTTATCGCTCCTTAAGCCACTTICTTGATGATGGUTTTGGTA
AAACAGATCGCTCOGTGCTGGTGTGGATGCCGCTOETGETGATOGGGUTGATGATT
TTACGTGGTATCACCAGCTATETCTCCAGCTACTGTATCTCCTGGGTATCAGGAMAG
GTGGTAATGACCATGUGTCGUCGLCTGTITGGTCACATGATGRGAATGCCAGTTTOA
TTCTTTGACAAACAGTCAACGGGTACGUTGTIGTCACGTATTACCTACGATTCCGAAC
AGGTTGCTTCTTICTTICTTCCGGUGCACTGATTACTGTTGTGOGTGAAGGTGUGTCGA
TOATCGOUUTGTTCATCATGATGTTCTATTACAGTTGGUAACTGTUGATCATTITGATT
GTGCTGGCACCGATTGTTTCGATTGCGATTCGCGTTGTATCGAAGCGTTTTCGCAAC
ATCAGTAMAMACATGCAGAACACCATGEGECAGEGTGACCACCAGCGCAGAACAALT
GUTGAAGGGCUACAAAGAAGTATTGATTTTCGGTGGTCAGGAAGTGGAAACGAAACG
CTTTGATAAAGTCAGCAACCGAATGCGTCTTCAGGGGATCAAATGGTTTCAGCCTC
TTCCATCTCTCATCCOATCATTCAGCTGATCGCCTCTTTGGCECTGGCGTTTGTICTG
TATGCGGCGAGCTTCCCAAGTGTCATGGATAGCUTGACTGCCGGTACGATTACCGYT
GTTTTCTOTTCAATGATTGCACTGATGCGTCCGUTGAAATCGUTGACCAACGTTAALG
COCAGTTCCAGCGUGGTATGGCGGUTTGTCAGACGCTGTTTACCATTICTGGACAGTG
AGCAGGAGAAAGATCAAGGTAAGCGCGTEATCGAGCGTGCGACTGGCGACGTGGA
ATTCOGUAATGTCACCTTTACTTATCCGGGACGTGACGTACCTGCATTGCGTAACATC
AACCTGAALMATTCCCGGCAGGGAAGACGEGTTGCTCTGGTTGGACGCTCTGETTCGGE
TAAATCAACCATCGOCAGCCTGATCACGCGTTTTTACGATATTGATGAAGGCGAAATS
CTGATGGATGGTCACGATCTGCGCCAGTATACCCTGGCGTCGTTACGTAACCAGETT
GCTCTGGTGTCGCAGAATGTCCATCTGTTTAACGATACGGTTGCTAACAACATTGCTT
ACGUACGGACTGAACAGTACAGCUGTGAGCAAATTGAAGAAGLGGCGUGTATGGOG
TACGCCATGGACTTCATCAATAAGATGCATAACGGTCTCGATACAGTGATTGGTGAAA
ACGGCGTGCTECTCTCTGGOGGTCAGCGTCAGCGTATTGCTATCGCTCGAGCCTTG
TTGCGTGATAGCCCGATTCTGATTCTGGACGAAGCTACCTCGGCTCTGGATACTGAA
TCCGAACGTGUGATTCAGGCGGCACTGGATGAGTTGCAGAAMACCETACCTICTCTG
GTGATTGCCCACCGCTTGTCTACCATTGAAAAGGCAGACGARATCGTGETCGTCGAG
GATGGTGTCATTGTGGAACGCGGTACGCATAACGATTTGCTTGAGCACCGCGGCETT
TACGUGCAACTTCACAAAATGCAGTTTGGCCAATGA

SEQIDAS

cOTGTAGGUTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGA
ATAGGAAGGTCGACCGGATCCCCGGAATE

SEQID4

TGTGTAGGCTGGAGCTGETTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGEG
AATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGE

SEQID1S

CTATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAA
CTTCGAAGCAGCTCCAGCCTACACC

SEQIDAG

STATGAATATOCTCCTTAGTTCOTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAA
CTTCGAAGCAGCTCCAGCCTACACG

SEQIDTY

AGTGTAGGUTGGAGCTGUTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGG
AATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGS

SEQID18

TGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGEG
AATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGE

SEQIDA9

TCATATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCOGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGE
AACTTCGAAGCAGCTCCAGCCTACACE

SEQIDZ0

1* Gai 3* Gig 4" Hep 2* Kdo 4* P 1% P-EtN

SEQID21

1* Gal 27 Gic 3" Hep 3* Kdo 47 P 1* P-EtN 1 Rha
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SEQID22 1* Gal 3 Gle 4" Hep 2" Kdo 4* P 1" P-EtN 1" Na

SEQID23 1* Gal 2 Gle 3" Hep 3" Kdo 4" P 1° P-EtN 1" Rha 1" Na

SEQID24 1" Gal 3" Gle 4% Hep 2" Kdo 5" P1* P-EIN

SEQIDZS 1T*GleNAc 17 Gal 3" Gic 4™ Hep 2" Kdo 4% P

SEQID28 1* Gal 3* Glc 4" Hep 2* Kdo 5* PP 1" P-EtN 1" Na

SEQID27 1*GleNAC 1" Gal 3" Gl 47 Hep 2" Kdo 5" F 1" Na

SEQIDZ8 1 Gal 2 Gle 3 Hep 3" Kdo 5" P 1* P-EIN 1" Rha 1" Na

SEQIDZ28 1*GleNAc 17 Gal 3° Gic 4™ Hep 27 Kdo 3" P 17 P-EiN

SEQID30 T*GloNAc 1* Gal 37 Gic 4* Hep 2* Kdo 3* P

SEQID31 P*GleNAC 17 Gal 37 Gie 4" Hep 2" Kdo 3" P 2" Na

SEQID32 1 GleNAC 17 Gal 37 Gic 4" Hep 2" Kdo 4™ P 17 P-EIN

SEQI33 1P Gal 2 Gle FHep 3 Kdod*' P TF P-EtNT Rha 1% HexdA 1" AradN
SEQID34 1* Gal 2*Gle 3" Hep 3*Kdo &* P 1% P-EN 1% HexA 1* AradN
SEQID35 T*GleNAc 17 Gal 3" Glic 4" Hap 2* Kdo 5" P 17 P-EtN 17 AradN

FIG. 88
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Fig. 92a

Células HEK-Blue™-hTLR4

Células 293 indicadoras de SEAP que expresan el gen humano TLR4
n° de catdlogo hkb-htlr4

Unicamente para su uso en investigacion

Version: # 11CO8-MM

INFORMACION DEL PRODUCTO

Contenido y conservacion

e 1 vial de las células HEK-Blue™-hTLR4 (57 x 10° células) en medio de
congelacion

IMPORTANTE: /as células se envian congeladas. Si las células no estan congeladas
a su llegada, péngase en contacto inmediatamente con InvivoGen.

e 1 vial de 250X de HEK-Blue™ Selection. Una solucion que contiene varios
antibioticos seleccionados. HEK-Blue ™ Selection puede conservarse a 4 °C durante
6 meses o a -20 °C durante 12 meses.

e 1 ml de Normocin™ (50 mg/ml). Normocin™ es una formulacion de tres
antibioticos activa contra los micoplasmas, las bacterias y los hongos. Conservar a -
20 °C. El producto es estable durante 18 meses cuando se conserva a -20 °C.

e 1 bolsita de QUANTI-Blue™, medio deteccion de fosfatasa alcalina. Almacenar la
bolsita a la temperatura ambiente. Almacenar el QUANTI-Blue™ reconstituido a 4 °C
durante 2 semanas.

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

Las células HEK-Blue™-hTLR4 estan disefiadas para el estudio de la estimulacién
del TLR4 humano (hTLR4) mediante la monitorizacién de la activacion del NF-xB. El
TLR4, el primer TLR humano identificado, es el receptor del lipopolisacarido
bacteriano (LPS)1 y del lipido A, su fraccion téxica. Sin embargo, el TLR4 solo no es
suficiente para conferir sensibilidad al LPS, el TLR4 requiere la MD-2, una molécula
secretada, para interactuar funcionalmente con el LPS2. Adicionalmente se ha
demostrado que una tercera proteina, denominada CD14, participa en la
sefializacion del LPS, dando lugar a la activacion del NF-xB y a la produccién de
citocinas proinflamatorias.

Las células HEK-Blue™-hTLR4 se obtuvieron mediante una co-transfeccion de los
genes co-receptores hTLR4, MD-2/CD14 y el gen indicador de una fosfatasa alcalina
embrionaria secretada (SEAP) en células HEK293. El gen indicador de la SEAP se
coloca bajo el control de un promotor minimo de IL-12 p40 fusionado con cinco sitios
de unién de NF-xB y AP-1. La estimulacién con un ligando del TLR4 activa el NF-kB
y la AP-1, lo que induce la produccién de la SEAP. Los niveles de la SEAP Quede
ser determinados facilmente con HEK-Blue™ Detection o con QUANTI- Blue M, un
medio de deteccién que se vuelve de color purpura/azul en presencia de fosfatasa
alcalina. EI HEK-Blue™ Detection esta disefiado para la detecciéon de alto
rendimiento de la SEAP, mientras que QUANTI-Blue M es mas sensible y esta
disefiado para la deteccién y la cuantificacion de la SEAP.

Las células HEK293 expresan unos niveles enddgenos de TLR3, TLR5 y NOD1.

Nota: la linea celular parental de las células HEK-Blue™-hTLR4 es la de las células
HEK-Blue™-Null2 (células indicadoras de SEAP que no expresan el hTLR4).

1. Chow J. et al., 1999. Toll-like receptar-4 mediates lipopolysacchande-induced
signal transduction. J Biol Chem 274: 10689-92. 2. Shimazti R et al., 1999. MD-2, a
molecule that confers lipopolysaccharide responsiveness on Toll-like receptor 4. J
Exp Med, 189 (11): 1777-82. 3. Shuto T. et al., 2005. Membrane-anchored CD14 is
required for LPS-induced TLR4

Manipulacién de las células tras su llegada

Recomendamos encarecidamente que propague las células mediante el uso del
procedimiento proporcionado tan pronto como sea posible. Esto asegurara la mejor
viabilidad celular y rendimiento del ensayo. Las células congeladas pueden
colocarse en nitrégeno liquido hasta que estén preparados para descongelarlas y
propagarlas, sin embargo, esto puede reducir la viabilidad de las células.

Garantia del producto

InvivoGen garantiza que las células deben ser viables después de su envio desde
InvivoGen durante un periodo de treinta dias, siempre que hayan sido
adecuadamente conservadas y manipuladas durante este periodo.

Estabilidad de la linea celular

Las células experimentaran unos cambios genotipicos que daran como resultado
una reduccion en la sensibilidad con el tiempo en unas condiciones de cultivo celular
normales. La inestabilidad genética es un fendmeno biolégico que se produce en
todas las células transfectadas de forma estable. Por lo tanto, es critico que se
prepare un numero adecuado de reservas congeladas en pases tempranos.

Las células HEK-Blue™-hTLR4 no deben pasarse mas de 20 veces para que
permanezcan completamente eficaces. Las células HEK-Blue™-hTLR4 deben ser
mantenidas en un Medio de Cultivo segun se describe a continuacion en presencia
de Normocin™ (100 pg/ml) y de 1X de HEK-Blue™ Selection. Se requiere una
presiéon antibidtica con HEK-Blue™ Selection para mantener los plasmidos que
codifican el hTLR4, el MD-2/CD14 y la SEAP.

RESTRICCIONES DE USO

Estas células se distribuyen Ginicamente con fines de investigacion

Este producto esta cubierto por una Licencia de Uso Limitado. Al usar este producto,
el comprador acepta los términos y las condiciones de todas las Licencias de Uso
Limitado de Etiqueta aplicables. Para un uso fuera de la investigacién, tal como un
cribado, un control de calidad o un desarrollo clinico, péngase en contacto con
info@invivogen.com

Medio de cultivo celular requerido

* medio de cultivo: DMEM, 4,5 g/l de glucosa, 10 % (v/v) de suero bovino fetal, 50
U/ml de penicilina, 50 pg/ml de estreptomicina, 100 pg/ml de Normocin™, L-
glutamina 2 mM

* medio de congelacion: DMEM, 4,5 g/l de glucosa, 20 % (v/v) de suero bovino fetal,
50 U/ml de penicilina, 50 pg/ml de estreptomicina, 100 pg/ml de Normocin™, L-
glutamina 2 mM, 10 % (v/v) de DMSO

* medio de ensayo (para su uso con QUANTI-BIueTM): DMEM, 4,5 g/l de glucosa, 50
U/ml de penicilina, 50 pg/ml de estreptomicina, 100 pg/ml de Normocin™, L-
glutamina 2 mM, 10 % (v/v) de suero bovino fetal inactivado con calor (30 min a 56
°C)

SOPORTE TECNICO
Gratuito (Estados Unidos): 888-457-5873
Fuera de los Estados Unidos: (+1) 858-457-5873
Europa: +33 562-71-69-39
Correo electrénico: info@invivogen.com
Sitio web: www.invivogen.com
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3850 Sorento Valley Blvd, Suite 1¢
San Diego, CA 32121 - USA
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FIG. 92b

Procedimiento de cultivo inicial

La primera propagacion de las células debe ser para la generacién de reservas para
un uso futuro. Esto asegura la estabilidad y el rendimiento de las células para
experimentos posteriores.

1- descongelar el vial mediante una agitacion suave en un bafio de agua a 37 °C.
Para reducir la posibilidad de contaminacién, mantener el cierre anular y la tapa
fuera del agua. La descongelacién debe ser rapida.

2- retirar el vial del bafio de agua tan pronto como el contenido se haya
descongelado, y descontaminarlo sumergiéndolo en, o pulverizandolo con, etanol al
70 % (viv)

Nota: todas las etapas de este punto deberian llevarse a cabo en unas condiciones
asépticas estrictas.

3- transferir las células a un vial mayor que contenga 15 ml de Medio de Crecimiento
precalentado. No afiadir antibiéticos selectivos hasta que las células se hayan
pasado dos veces.

4- centrifugar el vial a 1.000-1.200 RPM (RCF 200-300 g) durante 5 minutos.

5- retirar el sobrenadante que contiene el agente crioprotector y resuspender las
células en 1 ml de Medio de Crecimiento sin antibiéticos selectivos.

6- transferir el contenido del vial a un matraz de cultivo tisular de 25 cm? que
contenga 5 ml de Medio de Crecimiento sin antibiéticos selectivos.

7-colocar el matraz que contiene las células HEK-Blue ™-hTLR4 a 37 °C en un 5%
de COs.

Preparacion de la reserva congelada

1- resuspender las células a una densidad de 5-7 x 10° células/ml en Medio de
Congelacion recién preparado con Medio de Crecimiento frio.

Nota: un matraz de cultivo T-75 produce tipicamente células suficientes para la
preparacion de 3-4 viales congelados.

2- colocar una alicuota de 1 ml de las células en viales criogénicos.

3- colocar los viales en un recipiente de congelacién (Nalgene) y almacenar a -80 °C
durante la noche.

4- transferir los viales a nitrégeno liquido para un almacenamiento a largo plazo.
Nota: si se conservan apropiadamente, las células deberian permanecer estables
durante afios.

Mantenimiento de las células

1- mantener y subcultivar las células en Medio de Crecimiento suplementado con 1X
de HEK-Blue™ Selection.

2- renovar el Medio de Crecimiento 2 veces por semana.

3- las células deberian pasarse cuando se alcance una confluencia del 70-80 %,
desprender las células en presencia de PBS golpeando suavemente el matraz
mediante el uso de un raspador celular. No permitir que las células crezcan hasta
una confluencia del 100 %.

Nota: la respuesta de las células HEK-Blue™-hTLR4 puede ser alterada por_la
accion de la tripsina. No utilizar tripsina para desprender las células HEK-Blue™-
hTLR4.

Determinacion de la estimulacion del TLR4 mediante el uso de HEK-Blue™
Detection

Para la deteccion en tiempo real de la SEAP o para aplicaciones de alto rendimiento
recomendamos el uso de medio HEK-Blue™ Detection (no proporcionado).

1- afiadir 20 pl de cada muestra por pocillo a una placa de 96 pocillos de fondo
plano.

2- afiadir 20 pl de un control positivo (tal como LPS-EK Ultrapure, 100 ng/ml) a un
pocillo.

3- afiadir 20 pl de un control negativo (tal como agua estéril exenta de endotoxina) a
un pocillo.

4- retirar las células HEK-Blue™-hTLR4 de la estufa de incubacion y desechar el
Medio de Crecimiento. Aclarar las células con PBS, afadir PBS (5-10 ml para un
matraz T-75) y colocar las células a 37 °C durante 1-2 min, desprender las células
golpeando suavemente el matraz.

Nota: no afadir medio HEK-Blue™ Detection en este punto del protocolo, ya que
puede dar lugar a elevadas lecturas de fondo o a falsos positivos.

5- contar las células.

6- preparar una suspension de células de ~ 140.000 células por ml en medio HEK-
Blue™ Detection y afiadir inmediatamente 180 pl de la suspension de células (~
25.000 células) por pocillo.

7- incubar la placa 37 °C en un 5% de CO, durante 6-16 h. La SEAP puede
determinarse a simple vista o mediante el uso de un espectrofotémetro a 620-655
nm.

Determinacion de la estimulacion del TLR4 mediante el uso de QUANTI-Blue™
QUANTI-Blue™ es 10 veces mas sensible que el medio HEK-Blue™ Detection y
puede usarse para cuantificar la actividad de la SEAP.

Dia Uno:

1- afiadir 20 pl de cada muestra por pocillo a una placa de 96 pocillos de fondo
plano.

2- afiadir 20 pl de un control positivo (tal como LPS-EK Ultrapure, 100 ng/ml) a un
pocillo.

3- afiadir 20 pl de un control negativo (tal como agua estéril exenta de endotoxina) a

un pocillo.

4- retirar las células HEK-Blue™-hTLR4 de la estufa de incubacion y desechar el
Medio de Crecimiento. Aclarar las células con PBS, afadir PBS (5-10 ml para un
matraz T-75) y colocar las células a 37 °C durante 1-2 min, desprender las células
golpeando suavemente el matraz.

5- contar las células.

6- preparar una suspension de células HEK-Blue™-hTLR4 a ~ 140.000 células por
ml en Medio de Ensayo que contiene un 10 % (v/v) de suero bovino fetal inactivado
con calor (FBS).

Nota: algunos sueros bovinos fetales (FBS) pueden contener fosfatasas alcalinas
que pueden interferir en la cuantificaciéon de la SEAP. Para asegurar que estas
enzimas termosensibles estan inactivas, usar FBS inactivado con calor (30 min a 56
°C). El FBS inactivado con calor también esta disponible comercialmente.

1- afadir 180 pl de la suspensién de células (~ 25.000 células) por pocillo.

8- incubar la placa a 37 °C en un una estufa de incubacion de CO, durante 20-24 h.

Dia Dos:

1- preparar el QUANTI-Blue™ siguiendo las instrucciones de la bolsita.

2- afiadir 180 pl de QUANTI-Blue™ resuspendido por pocillo de una placa de 96
pocillos de fondo plano.

3- afiadir 20 pl del sobrenadante de las células HEK-Blue™-hTLR4 inducidas.

4- incubar la placa a 37 °C en un una estufa de incubacién durante 1-3 h.

5- determinar los niveles de la SEAP mediante el uso de un espectrofotémetro a
620-655 nm.

Especificidad de las células HEK-Blue™-hTLR4

Dado que las células HEK293 expresan unos niveles endégenos de TLR3, de TLR5
y de NOD1, las células HEK-Blue™-hTLR4 responderan a sus ligandos analogos,
tales como poli(l:C), flagelina e iE-DAP, respectivamente. Con objeto de identificar
las respuestas especificas al TLR4, recomendamos el uso de células HEK-Blue™-
Null2 como linea celular de control. Adicionalmente puede usarse un anticuerpo
neutralizante anti-hTLR4 para asegurar la especificidad de la respuesta al TLR4
Nota: las células HEK-Blue™-hTLR4 pueden ser estimuladas de una forma
independiente del TLR4, ya que el NFkB/AP-1 puede ser activado por una amplia
variedad de estimulos (por ejemplo, el TNF-a.y el PMA).

PRODUCTOS RELACIONADOS

Producto Cadigo de catalogo
células HEK-Blue™-Null2 Hkb-null2
HEK-Blue™ Selection 250X Hb-sel
QUANTI-Blue™ (5 bolsitas) Rep-gb1
HEK-Blue™ Detez:tic>n1(w2I bolsitas) Hb-det1
Normocin Ant-nr1
Anti-hTLR4-IgA (monoclonal) Maba2-t1r4
PAb-hTLR4 (policlonal) Pab-hstir4
LPS-EB ultrapure (E. coli 0111:84) Tirl-pelps
LPS-EK ultrapure (E. coli K12) Tirl-peklps
MPLAs (monofosforil lipido A sintético) Tirl-mpls

SOPORTE TECNICO
Gratuito (Estados Unidos): 888-457-5873
Fuera de los Estados Unidos: (+1) 858-457-5873
Europa: +33 562-71-69-39
Correo electrénico: info@invivogen.com
Sitio web: www.invivogen.com
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