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DESCRIPCION
Cepa bacteriana hospedadora que expresa DsbC recombinante y que tiene una actividad Tsp reducida

La invencion se refiere a una cepa bacteriana hospedadora recombinante, en particular E. coli. La invencién también
se refiere a un método para producir una proteina de interés en una célula de este tipo.

Antecedentes de la invencion

Las células bacterianas tales como E. coli, se utilizan cominmente para la produccién de proteinas recombinantes.
Existen muchas ventajas del uso de células bacterianas, tales como E. coli, para la produccion de proteinas recom-
binantes, en particular debido a la naturaleza versatil de las células bacterianas como células hospedadoras que
permiten la insercién de genes a través de plasmidos. E. coli se ha utilizado para producir muchas proteinas recom-
binantes incluyendo la insulina humana.

A pesar de las muchas ventajas de utilizar células bacterianas para producir proteinas recombinantes, todavia exis-
ten limitaciones significativas, incluyendo la dificultad de producir proteinas sensibles a las proteasas. Las proteasas
desempefian un papel importante en el recambio de proteinas viejas, dafiadas o mal plegadas en el periplasma y el
citoplasma de E. coli. Las proteasas bacterianas actuan para degradar la proteina recombinante de interés, lo que
con frecuencia reduce significativamente el rendimiento de proteina activa.

Se ha identificado una serie de proteasas bacterianas. En E. coli las proteasas que incluyen Proteasa Il (ptr), DegP,
OmpT, Tsp, priC, ptrA, ptrB, pepA-T, tsh, espc, eatA, clpP e lon han sido identificadas.

Tsp (conocida también como Prc) es una proteasa periplasmica de 60 kDa. El primer sustrato conocido de Tsp fue la
proteina-3 que se une a la penicilina (PBP3) (Determination of the cleavage site involved in C-terminal processing of
penicillin-binding protein 3 of Escherichia coli; Nagasawa H., Sakagami Y., Suzuki A., Suzuki H., Hara H., Hirota Y. J.
Bacteriol. Nov. de 1989; 171(11):5890-3 y Cloning, mapping and characterization of the Escherichia coli Tsp gene
which is involved in C-terminal processing of penicillin-binding protein 3; Hara H, Yamamoto Y, Higashitani A, Suzuki
H, Nishimura Y. J Bacteriol. 1991 Ago; 173 (15):4799-813) pero mas tarde se descubrié que Tsp también era capaz
de escindir las proteinas de la cola del fago y, por lo tanto, se renombré como Proteasa Especifica de la Cola (Tsp,
del inglés "Tail Specific Protease") (Silber et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 295-299 (1992)). Silber et al. (Dele-
tion of the prc(tsp) gene provides evidence for additional tail-specific proteolytic activity in Escherichia coli K-12; Sil-
ber, K.R., Sauer, R.T.; Mol Gen Genet 1994 242:237-240) describen una cepa con delecion de prc (KS1000) en la
que la mutacion se creé mediante la sustitucion de un segmento del gen prc por un fragmento que comprende un
marcador de Kan'".

La reduccion de la actividad de Tsp (prc) es deseable para reducir la protedlisis de proteinas de interés. Sin embar-
go, se descubrié que las células que carecen de proteasa prc presentan un crecimiento termosensible con osmolari-
dad reducida. Hara et al. aislaron inversores termorresistentes que contienen mutaciones supresoras (spr) extragé-
nicas (Hara et al., Microbial Drug Resistance, 2: 63-72 (1996)). Spr es una proteasa periplasmica unida a la mem-
brana de 18 kDa y los sustratos de spr son Tsp y peptidoglucanos en la membrana externa involucrados en la hidré-
lisis de la pared celular durante la division celular. EI gen spr se designa UniProtKB/Swiss-Prot POAFV4
(SPR_ECOLI).

Se han descrito cepas carentes de proteasa mejoradas que comprenden el gen spr mutante. Chen et al. (Chen C.,
Snedecor B., Nishihara J.C., Joly J.C., McFarland N., Andersen D.C., Battersby J.E., Champion K.M. Biotechnol
Bioeng. 2004 Mar 5;85(5):463-74) describen la construccion de cepas de E. coli que son portadoras de diferentes
combinaciones de mutaciones en prc (Tsp) y otra proteasa, DegP, creada mediante la amplificacion de las regiones
aguas arriba y aguas abajo del gen y ligandolas entre si en un vector que comprende marcadores de seleccion y una
mutacion sprW174R (la acumulacion de alto nivel de un fragmento de anticuerpo recombinante en el periplasma de
Escherichia coli requiere una cepa hospedadora mutante triple (ADegP Aprc sprWW174R). Se encontré que la combi-
nacion de las mutaciones ADegP, Aprc y sprW174R proporcionaba los niveles mas altos de cadena ligera de anti-
cuerpo, cadena pesada de anticuerpo y F(ab")2-LZ. El documento EP1341899 da a conocer una cepa de E. coli que
carece de las proteasas que codifican DegP y prc cromosomicas, respectivamente, y alberga un gen spr mutante
que codifica una proteina que suprime los fenotipos de crecimiento mostrados por las cepas que albergan mutantes
de prc.

La proteina disulfuro isomerasa es una enzima que cataliza la formacion y la rotura de enlaces disulfuro entre resi-
duos de cisteina dentro de las proteinas cuando se pliegan. Es conocida la coexpresion de proteinas que catalizan
la formacién de enlaces disulfuro para mejorar la expresion de proteinas en una célula hospedadora. El documento
WO098/56930 describe un método para producir polipéptidos que contienen enlaces disulfuro heterélogos en células
bacterianas, en donde una disulfuro isomerasa procariota, tal como DsbC o DsbG es coexpresada con un polipépti-
do eucariota. El documento US6673569 describe un operoén artificial que comprende polinucleétidos que codifican
cada una de DsbA, DsbB, DsbC y DsbD para uso en la produccién de una proteina extrafa. El documento
EPO0786009 describe un procedimiento para producir un polipéptido heterélogo en bacterias, en el que la expresion
de acido nucleico que codifica DsbA o DsbC se induce antes de la induccién de la expresion de acido nucleico que
codifica el polipéptido heterélogo.
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DsbC es una proteina procariota que se encuentra en el periplasma de E. coli, la cual cataliza la formacién de enla-
ces disulfuro en E. coli. DsbC tiene una longitud de la secuencia de aminoacidos de 236 (incluido el péptido sefal) y
un peso molecular de 25,6 KDa (UniProt n° POAEG6). DsbC se identifico en primer lugar en 1994 (Missiakas et al.
The Escherichia coli dsbC (xprA) gene encodes a periplasmic protein involved in disulfide bond formation, The EM-
BO Journal vol. 13, n° 8, pags. 2013-2020, 1994 y Shevchik et al. Characterization of DsbC, a periplasmic protein of
Erwinia chrysanthemi and Escherichia coli with disulfide isomerase activity, The EMBO Journal vol. 13, n° 8, pags.
2007-2012, 1994).

Se ha encontrado sorprendentemente que la hiperexpresién de DsbC a partir de DsbC recombinante en una célula
bacteriana gram-negativa, mejora el fenotipo de lisis celular de células que carecen de la proteasa Tsp. Por consi-
guiente, los presentes inventores han proporcionado una nueva cepa que tiene propiedades ventajosas para la pro-
duccion de una proteina de interés.

Compendio de la invencion

La presente invencion proporciona una célula bacteriana gram-negativa recombinante, caracterizada porque la célu-
la:

a) comprende un vector de expresion que comprende un polinucledtido recombinante que codifica DsbC;

b) tiene un gen Tsp mutado que codifica una proteina Tsp que tiene una reduccion de la actividad proteasa en com-
paracién con una célula de tipo silvestre,

c) comprende un gen spr mutado que codifica una proteina spr mutante capaz de suprimir el fenotipo de una célula
que comprende un gen Tsp mutado, y

d) tiene un genoma que es isogénico al de la cepa de E. coli de tipo silvestre W3110, excepto por el gen Tsp mutado
y el gen spr mutado.

La célula bacteriana gram-negativa que tiene la anterior combinacion especifica de modificaciones genéticas mues-
tra fenotipos de crecimiento ventajoso y de produccion de proteinas.

La presente invencion también proporciona un método para producir una proteina de interés que comprende expre-
sar la proteina de interés en una célula bacteriana gram-negativa recombinante tal como se ha definido anteriormen-
te. El método comprende cultivar una célula bacteriana gram-negativa recombinante como se ha definido anterior-
mente en un medio de cultivo en condiciones eficaces para expresar la proteina de interés y el polinucleétido recom-
binante que codifica DsbC; y recuperar la proteina de interés a partir del periplasma de la célula bacteriana gram-
negativa recombinante y/o del medio de cultivo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el perfil de crecimiento de cepas MXE001 y MXEQO8 que expresan Fab’ anti-TNF y de cepas
MXE001 y MXEO0O8 que expresan Fab' anti-TNFa y DsbC recombinante.

La Figura 2 muestra el rendimiento de Fab’ anti-TNF a partir del periplasma (simbolos sombreadas) y el material
sobrenadante (simbolos blancos sin sombrear) de cepas MXE001, MXE008 y MXEOQ9 de E. coli que expresan Fab'
anti-TNF y DsbC recombinante.

La Figura 3 muestra el rendimiento de Fab’ anti-TNF a partir del periplasma (simbolos sombreados) y el material
sobrenadante (simbolos blancos sin sombrear) de cepas MXE001 y MXEQO8 de E. coli que expresan Fab' anti-TNF
y cepas MXEOO1 y MXEQO08 de E. coli que expresan Fab' anti-TNF y DsbC recombinante.

La Figura 4 muestra el rendimiento de Fab’ anti-TNF a partir del periplasma de la cepa W3110 de E. coli que expre-
sa Fab Ay Fab B y de la cepa MXEQO8 de E. coli que expresa Fab A y DsbC recombinante o Fab B y DsbC recom-
binante.

La Figura 5a muestra el extremo 5' de la proteina ptr de tipo silvestre (proteasa lll) y la proteina ptr mutada con el
gen inactivado (proteasa lll) y las secuencias génicas.

La Figura 5b muestra el extremo 5' de la proteina Tsp de tipo silvestre y Tsp mutada con el gen inactivado mutado y
las secuencias génicas.

La Figura 5¢c muestra una region de la proteina DegP de tipo silvestre y DegP mutada y las secuencias génicas.

La Figura 6 muestra la construccion de un vector para uso en la produccion de una célula de acuerdo con una reali-
zacion de la presente invencion.

La Figura 7 muestra los perfiles de crecimiento comparativo de fermentaciones de 5 L y 200 L de la cepa MXE008
de E. coli que expresa Fab’ anti-TNF y DsbC recombinante.
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La Figura 8 muestra titulos de Fab’ comparativo de fermentaciones de 5 L y 200 L de la cepa MXEQOQ8 de E. coli que
expresa Fab’ anti-TNF y DsbC recombinante.

La Figura 9 muestra los perfiles de crecimiento comparativo de fermentaciones de cepas MXE008 y MXEO09 de E.
coli que expresan Fab’ anti-TNF y DsbC recombinante.

La Figura 10 muestra titulos de Fab’ comparativo de fermentaciones de cepas MXE008 y MXE0Q9 de E. coli que
expresan Fab’ anti-TNF y DsbC recombinante.

Breve descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de ADN del gen Tsp de tipo silvestre que incluye los 6 nucleétidos ATGAAC aguas
arriba del codon de iniciacion.

SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos de la proteina Tsp de tipo silvestre.

SEQ ID NO: 3 es la secuencia de ADN de un gen Tsp mutado inactivado que incluye los 6 nucledtidos ATGAAT
aguas arriba del coddn de iniciacion.

SEQ ID NO: 4 es la secuencia de ADN del gen Proteasa Il de tipo silvestre.

SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoacidos de la proteina Proteasa Il de tipo silvestre.

SEQ ID NO: 6 es la secuencia de ADN de un gen Proteasa Ill mutado inactivado.

SEQ ID NO: 7 es la secuencia de ADN del gen DegP de tipo silvestre.

SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoacidos de la proteina DegP de tipo silvestre.

SEQ ID NO: 9 es la secuencia de ADN de un gen DegP mutado.

SEQ ID NO: 10 es la secuencia de aminoacidos de una proteina DegP mutada.

SEQ ID NO: 11 es la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera de un anticuerpo anti-TNF.

SEQ ID NO:12 es la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada de un anticuerpo anti-
TNF.

SEQ ID NO: 13 es la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de un anticuerpo anti-TNF.
SEQ ID NO: 14 es la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de un anticuerpo anti-TNF.

SEQ ID NO: 15 es la secuencia del cebador oligonucleétido 3' para la region del gen Tsp mutado que comprende el
sitio de restriccion Ase |.

SEQ ID NO: 16 es la secuencia del cebador oligonucleétido 5' para la region del gen Tsp mutado que comprende el
sitio de restriccion Ase |.

SEQ ID NO: 17 es la secuencia del cebador oligonucleétido 3' para la region del gen Proteasa Il mutado que com-
prende el sitio de restriccion Ase I.

SEQ ID NO: 18 es la secuencia del cebador oligonucleétido 5' para la regién del gen Proteasa Il mutado que com-
prende el sitio de restriccion Ase I.

SEQ ID NO: 19 es la secuencia del cebador de oligonucleétido 5’ para la region del gen DegP mutado que compren-
de el sitio de restriccion Ase |.

SEQ ID NO: 20 es la secuencia del cebador de oligonucledtido 3’ para la region del gen DegP mutado que compren-
de el sitio de restriccion Ase .

SEQ ID NO: 21 es la secuencia del gen spr de tipo silvestre que incluye la secuencia sefial que son los primeros 26
residuos de aminoacidos.

SEQ ID NO: 22 es la secuencia del gen spr de tipo silvestre sin la secuencia sefial.

SEQ ID NO: 23 es la secuencia de nucleotidos de una secuencia de OmpT mutada que comprende las mutaciones
D210A y H212A.

SEQ ID NO: 24 es la secuencia de aminoacidos de una secuencia de OmpT mutada que comprende las mutaciones
D210A y H212A.
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SEQ ID NO: 25 es la secuencia de nucledtidos de una secuencia de OmpT mutada inactivada.
SEQ ID NO: 26 es la secuencia de nucledtidos de DsbC marcada con his.

SEQ ID NO: 27 es la secuencia de aminoacidos de DsbC marcada con his.

SEQ ID NO: 28 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRH1 de hTNF40.

SEQ ID NO: 29 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRH2 de hTNF40 que es una CDR hibrida en la que los
seis aminoacidos C-terminales proceden de la secuencia H2 CDR de un anticuerpo de la linea germinal del subgru-
po 3 humano y los cambios de aminoacidos en la secuencia resultantes de esta hibridacion estan sefialados de la
siguiente manera: WINTYIGEPI YADSVKG.

SEQ ID NO: 30 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRH3 de hTNF40.
SEQ ID NO: 31 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRL1 de hTNF40.
SEQ ID NO: 32 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRL2 de hTNF40.
SEQ ID NO: 33 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRL3 de hTNF40.
SEQ ID NO: 34 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRH2 de hTNF40.
SEQ ID NO: 35 muestra la secuencia del adaptador de oligonucleétidos OmpA.

SEQ ID NO: 36 muestra el casete de oligonucledtidos que codifica la secuencia intergénica 1 (IGS1) para la expre-
sién de Fab en E. coli.

SEQ ID NO: 37 muestra el casete de oligonucledtidos que codifica la secuencia intergénica 2 (IGS2) para la expre-
sién de Fab en E. coli.

SEQ ID NO: 38 muestra el casete de oligonucledtidos que codifica la secuencia intergénica 3 (IGS3) para la expre-
sién de Fab en E. coli.

SEQ ID NO: 39 muestra el casete de oligonucledtidos que codifica la secuencia intergénica 4 (IGS4) para la expre-
sién de Fab en E. coli.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas de la invencion
A continuacion se describira la presente invencién con mas detalle.

Los términos "proteina" y "polipéptido” se utilizan indistintamente en la presente memoria, a menos que el contexto
indique lo contrario. Se entiende que "péptido" hace referencia a 10 o menos aminoacidos.

El término "polinucledtido” incluye un gen, ADN, ADNc, ARN, ARNm, etc., a menos que el contexto indique lo contra-
rio.

Segun se utiliza en la presente memoria, la expresion "que comprende” en el contexto de la presente memoria des-
criptiva debe ser interpretada como "que incluye".

La célula no mutada o célula de control en el contexto de la presente invencion significa una célula del mismo tipo
que la célula gram-negativa recombinante de la invencion, en donde la célula no se ha modificado para reducir la
actividad de la proteina Tsp y es portadora de la secuencia de DsbC recombinante y, opcionalmente, el gen spr
mutante. Por ejemplo, una célula no mutada puede ser una célula de tipo silvestre y se puede obtener a partir de la
misma poblaciéon de células hospedadoras que las células de la invencién antes de la modificaciéon para introducir
cualquier mutacion.

Las expresiones "célula”, "linea celular", "cultivo celular" y "cepa" se utilizan indistintamente.

La expresion "fenotipo de una célula que comprende un gen Tsp mutado” en el contexto de la presente invencion
significa el fenotipo mostrado por una célula que alberga un gen Tsp mutante. Normalmente las células que com-
prenden un gen Tsp mutante se pueden lisar, especialmente a altas densidades celulares. La lisis de estas células
provoca la fuga de cualquier proteina recombinante al material sobrenadante. Células portadoras del gen Tsp muta-
do también pueden mostrar un crecimiento termosensible con baja osmolaridad. Por ejemplo, las células no presen-
tan ninguna tasa de crecimiento o una reducida, o las células mueren en medios hipoténicos a una temperatura
elevada, tal como a 40°C o mas.

El término "isogénico" en el contexto de la presente invencion significa que el genoma de la célula comprende la
misma o sustancialmente la misma secuencia o secuencias de acido nucleico, en comparacién con la célula de tipo
silvestre a partir de la cual se obtiene la célula, excepto por la modificacion requerida para reducir la actividad de la
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proteina Tsp en comparacion con una célula de tipo silvestre y, opcionalmente, el gen spr mutado. En esta realiza-
cion, el genoma de la célula no comprende mas mutaciones adicionales de origen no natural o mediante ingenieria
genética. En una realizacion, el genoma de la célula de la presente invencion tiene sustancialmente la misma o la
misma secuencia gendémica en comparacion con células de tipo silvestre, excepto por la modificacion requerida para
reducir la actividad de la proteina Tsp en comparacion con una célula de tipo silvestre y, opcionalmente, el gen spr
mutado. En una realizacion, la célula de acuerdo con la presente invencion puede tener sustancialmente la misma
secuencia gendmica en comparacion con la célula de tipo silvestre, excepto por la modificacion requerida para redu-
cir la actividad de la proteina Tsp en comparacion con una célula de tipo silvestre y, opcionalmente, el gen spr muta-
do teniendo en cuenta cualquier mutacion de origen natural que pueda tener lugar. En una realizacion, la célula de
acuerdo con la presente invencion puede tener exactamente la misma secuencia genémica, en comparacion con la
célula de tipo silvestre, excepto por la modificacion requerida para reducir la actividad de la proteina Tsp en compa-
racion con una célula de tipo silvestre y, opcionalmente, el gen spr mutado.

El polinucleétido recombinante que codifica DsbC puede estar presente en un vector de expresion adecuado, trans-
formado en la célula y/o integrado en el genoma de la célula hospedadora. En la realizacion en la que el polinucle6-
tido que codifica DsbC se inserta en el genoma del hospedador, el genoma de la célula también sera diferente de
una célula de tipo silvestre debido a la secuencia de polinucleétido insertada que codifica DsbC. Preferiblemente, el
polinucleétido que codifica DsbC esta en un vector de expresion en la célula, causando con ello una alteracion mi-
nima del genoma de la célula hospedadora.

En una realizacion, la célula de la presente invencién comprende un polinucleétido que codifica la proteina de inte-
rés. En esta realizacion, el polinucledtido que codifica la proteina de interés puede estar contenido dentro de un
vector de expresion adecuado, transformado en la célula y/o integrado en el genoma de la célula hospedadora. En la
realizacion en la que el polinucleétido que codifica la proteina de interés se inserta en el genoma del hospedador, el
genoma también sera diferente de una célula de tipo silvestre debido a la secuencia de polinucleodtido insertada que
codifica la proteina de interés. Preferiblemente, el polinucleétido que codifica la proteina de interés esta en un vector
de expresion en la célula, causando con ello una alteracion minima del genoma de la célula hospedadora.

La expresion "de tipo silvestre" en el contexto de la presente invencion, significa una cepa de una célula bacteriana
gram-negativa, como puede presentarse en la naturaleza o se puede aislar del entorno, que no es portadora de
ninguna mutacién producida por ingenieria genética. Un ejemplo de una cepa de tipo silvestre de E. coli es W3110,
tal como la cepa W3110 K-12.

Los presentes inventores han proporcionado una célula bacteriana gram-negativa recombinante adecuada para
expresar una proteina de interés que tiene una actividad de proteina Tsp reducida, en comparaciéon con una célula
de tipo silvestre y comprende un polinucleétido recombinante que codifica DsbC.

Las células de acuerdo con la presente invencion comprenden un polinucleétido recombinante que codifica DsbC.
Tal como se utiliza en la presente memoria, un "polipéptido recombinante” se refiere a una proteina que se construye
o produce empleando tecnologia de ADN recombinante. La secuencia de polinucleétido que codifica DsbC puede
ser idéntica a la secuencia enddgena que codifica DsbC encontrada en células bacterianas. Alternativamente, la
secuencia de polinucleétido recombinante que codifica DsbC es una version mutada de la secuencia de DsbC de
tipo silvestre, por ejemplo, que tiene un sitio de restriccion eliminado, tal como un sitio EcoRI y/o una secuencia que
codifica un marcador His. Un ejemplo de secuencia nucleotidica de DsbC modificada para su utilizacion en la pre-
sente invencion se muestra en SEQ ID NO: 26, la cual codifica la secuencia de aminoacidos de DsbC marcada con
his mostrada en SEQ ID NO: 27.

Se ha encontrado que la combinacion especifica de la expresion de un polinucleétido recombinante que codifica
DsbC en una célula bacteriana que tiene una la actividad reducida de la proteina Tsp en comparacién con una célula
de tipo silvestre y en una realizacion preferida, ademas, un gen spr mutado proporciona un hospedador mejorado
para la expresion de proteinas de interés. La combinacion especifica de las mutaciones genéticas anteriores propor-
ciona nuevas cepas que han mejorado la salud celular y el fenotipo de crecimiento en comparacion con las células
que son portadoras de un gen Tsp mutado inactivado. Las células que son portadoras de un gen Tsp mutado pue-
den tener una buena tasa de crecimiento celular, pero una limitaciéon de estas células es su tendencia a la lisis, es-
pecialmente a altas densidades celulares. En consecuencia, el fenotipo de una célula que comprende un gen Tsp
mutado es una tendencia a la lisis, especialmente a altas densidades celulares. Sin embargo, la expresion de DsbC
en las células de la presente invencion, suprime el fenotipo Tsp reducido y, por lo tanto, las células muestran una
lisis reducida.

Las células de acuerdo con la presente invencion muestran un rendimiento mejorado de la produccién de proteinas
en comparacion con las células que son portadoras de un gen Tsp mutado inactivado. El rendimiento mejorado de
proteinas puede ser la tasa de produccion de proteinas y/o la duracion de la produccion de proteinas desde la célu-
la. El rendimiento mejorado de proteinas puede ser el rendimiento de proteinas periplasmicas y/o el rendimiento de
proteinas en el material sobrenadante. En una realizacion, las células de la presente invencion muestran un rendi-
miento mejorado de proteinas periplasmicas en comparacion con una célula que es portadora de un gen Tsp muta-
do, debido a una reduccioén de la fuga desde la célula. Las células bacterianas recombinantes pueden ser capaces
de una tasa de produccion de una proteina de interés mas rapida y, por lo tanto, la misma cantidad de una proteina
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de interés se puede producir en menos tiempo en comparacion con una célula que comprende un gen Tsp mutado.
La tasa de produccion de una proteina de interés mas rapida puede ser especialmente significativa durante el perio-
do de crecimiento inicial de la célula, por ejemplo, durante las primeras 5, 10, 20 o 30 horas después de la induccién
de la expresion de la proteina.

Las células de acuerdo con la presente invencion expresan preferiblemente un rendimiento maximo en el periplasma
y/o el medio de aproximadamente 1,0 g/L, 1,5 g/L, 1,8 g/L, 2,0 g/L, 2,4 g/L, 2,5 g/L, 3,0 g/L, 3,5 g/L 0 4,0 g/L de una
proteina de interés.

Las células proporcionadas por la presente invenciéon han reducido la actividad proteasa en comparaciéon con una
célula de tipo silvestre, lo que puede reducir la protedlisis de una proteina recombinante de interés, en particular las
proteinas de interés que son proteoliticamente sensibles a la proteasa Tsp. Por lo tanto, las células proporcionadas
por la presente invencion proporcionan un mayor rendimiento de proteinas intactas, preferiblemente de la proteina
de interés y un rendimiento inferior, o preferiblemente una falta de fragmentos proteoliticos de proteinas, preferen-
temente de la proteina de interés, en comparacién con una célula bacteriana de tipo silvestre.

El experto en la materia sera capaz con facilidad de someter a ensayo un clon celular candidato para observar si
tiene el rendimiento deseado de una proteina de interés, usando métodos bien conocidos en la técnica que incluyen
un método de fermentacion, ELISA y HPLC de la proteina G. Los métodos de fermentacion adecuados se describen
en Humphreys D P, et al. (1997). Formation of dimeric Fabs in E. coli: effect of hinge size and isotype, presence of
interchain disulphide bond, Fab' expression levels, tail piece sequences and growth conditions. J. IMMUNOL. METH.
209: 193-202; Backlund E. Reeks D. Markland K. Weir N. Bowering L. Larsson G. Fedbatch design for periplasmic
product retention in Escherichia coli, Journal Article. Research Support, Non-U.S. Gov't Journal of Biotechnology.
135(4):358-65, 2008 Jul 31; Champion KM. Nishihara JC. Joly JC. Arnott D. Similarity of the Escherichia coli proteo-
me upon completion of different biopharmaceutical fermentation processes. [Articulo de Revista] Proteomics.
1(9):1133-48, 2001 Sep; y Horn U. Strittmatter W. Krebber A. Knupfer U. Kujau M. Wenderoth R. Muller K. Matzku S.
Pluckthun A. Riesenberg D. High volumetric yields of functional dimeric miniantibodies in Escherichia coli, using an
optimized expression vector and high-cell-density fermentation under non-limited growth conditions, Articulo de Re-
vista. Research Support, Non-U.S. Gov't Applied Microbiology & Biotechnology. 46(5-6):524-32, 1996 Dic. La perso-
na experta también sera capaz facilmente de someter a ensayo la proteina secretada para observar si la proteina
esta plegada correctamente usando métodos bien conocidos en la técnica, tales como HPLC de la proteina G, di-
croismo circular, RMN, cristalografia de rayos X y métodos de medicién de la afinidad de epitopos.

En una realizacion, la célula de acuerdo con la presente invencidon también expresa una o varias proteinas adiciona-
les del modo siguiente:

. una o varias proteinas capaces de facilitar el plegamiento de proteinas, tales como FkpA, Skp, SurA, PPIA
y PPiD; y/o
. una o varias proteinas capaces de facilitar la secrecidon o translocacién de proteinas, tales como SecY,

SecE, SecG, SecYEG, SecA, SecB, FisY y Lep; y/o

) una o varias proteinas capaces de facilitar la formaciéon de enlaces disulfuro, tales como DsbA, DsbB,
DsbD, DsbG.

Una o varias de las proteinas anteriores puede(n) estar integrada(s) en el genoma de la célula y/o insertada(s) en un
vector de expresion.

En una realizacion, la célula de acuerdo con la presente invencion no comprende un polinucleétido recombinante
que codifica una o varias de las siguientes proteinas adicionales:

. una o varias proteinas capaces de facilitar el plegamiento de proteinas, tales como FkpA, Skp, SurA, PPIA
y PPID;
. una o varias proteinas capaces de facilitar la secrecidon o translocacién de proteinas, tales como SecY,

SecE, SecG, SecYEG, SecA, SecB, FisY y Lep; y

) una o varias proteinas capaces de facilitar la formaciéon de enlaces disulfuro, tales como DsbA, DsbB,
DsbD, DsbG.

En realizaciones de la presente invencion, la célula comprende ademas un gen spr mutado. La proteina spr es una
proteasa periplasmica de E. coli unida a la membrana.

La secuencia de aminoacidos de tipo silvestre de la proteina spr se muestra en SEQ ID NO: 21 con la secuencia
sefial en el extremo N-terminal y en SEQ ID NO: 22 sin la secuencia sefial de 26 aminoacidos (segun el numero de
registro POAFV4 de UniProt). La numeracion de los aminoacidos de la secuencia de la proteina spr en la presente
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invencion incluye la secuencia sefial. Por consiguiente, el aminoacido 1 de la proteina spr es el primer aminoacido
(Met) mostrado en SEQ ID NO: 21.

En las realizaciones en las que la célula de acuerdo con la presente invencién comprende un gen spr mutado, el gen
spr mutado es preferiblemente el gen spr cromosémico de la célula. El gen spr mutado codifica una proteina spr
capaz de suprimir el fenotipo de una célula que comprende un gen Tsp mutado. Las células que son portadoras de
un gen Tsp mutado pueden tener una buena tasa de crecimiento celular, pero una limitacion de esas células es su
tendencia a la lisis, especialmente a altas densidades celulares. En consecuencia, el fenotipo de una célula que
comprende un gen Tsp mutado es una tendencia a la lisis, especialmente a altas densidades celulares. Las células
que son portadoras de un gen Tsp mutado también muestran un crecimiento termosensible con baja osmolaridad.
Sin embargo, las mutaciones spr realizadas mediante las células de la presente invencion, cuando se introducen en
una célula que tiene una reduccion de la actividad Tsp, suprimen el fenotipo Tsp reducido y, por lo tanto, la célula
muestra una lisis reducida, particularmente con una alta densidad celular. El fenotipo de crecimiento de una célula
puede ser medido facilmente por una persona experta en la técnica durante una técnica de agitacion en matraz o de
fermentacion de alta densidad celular. La supresion del fenotipo de lisis celular se puede observar a partir de la tasa
de crecimiento mejorada y/o la produccién de proteina recombinante, en particular en el periplasma, mostrada por
una célula que es portadora de spr mutante y en la que se ha reducido la actividad Tsp en comparacién con una
célula portadora del mutante Tsp y una spr de tipo silvestre.

Las células de acuerdo con la presente invencion comprenden preferiblemente un gen spr mutante que codifica una
proteina spr que tiene una mutaciéon en uno o varios aminoacidos seleccionados a partir de N31, R62, 170, Q73,
C94, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136, G140, R144, H145, G147, H157 y W174, mas preferen-
temente en uno o varios aminoacidos seleccionados a partir de C94, S95, V98, Y115, D133, V135, H145, G147,
H157 y W174. Preferiblemente, el gen spr mutante codifica una proteina spr que tiene una mutacién en uno o varios
aminoacidos seleccionados a partir de N31, R62, 170, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135,
L136, G140, R144, H145, G147 y H157, mas preferentemente en uno o varios aminoacidos seleccionados a partir
de C94, S95, V98, Y115, D133, V135, H145, G147 y H157. En esta realizacion, la proteina spr preferiblemente no
tiene ninguna mutacioén adicional. Preferiblemente, el gen spr mutante codifica una proteina spr que tiene una muta-
cién en uno o varios aminoacidos seleccionados a partir de N31, R62, 170, Q73, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115,
D133, V135, L136, G140, R144 y G147, mas preferentemente en uno o varios aminoacidos seleccionados a partir
de S95, V98, Y115, D133, V135 y G147. En esta realizacion, la proteina spr preferiblemente no tiene ninguna muta-
cioén adicional.

Los presentes inventores han identificado mutaciones spr que son capaces de suprimir el fenotipo de crecimiento de
una célula que comprende un gen Tsp mutado.

Los inventores también han encontrado sorprendentemente que las células que son portadoras de un gen recombi-
nante DsbC, un nuevo gen spr mutado y que tienen una actividad reducida de la proteina Tsp en comparacién con
una célula de tipo silvestre, muestran una tasa de crecimiento celular incrementada y un aumento de la duracion de
la supervivencia celular, en comparaciéon con una célula que comprende un gen Tsp mutado. Especificamente, las
células que son portadoras de un gen DsbC recombinante, una mutacién spr y que tienen una actividad reducida de
la proteina Tsp, muestran un fenotipo reducido de lisis celular en comparacién con las células que son portadoras de
un gen Tsp mutado.

La mutacion de uno o varios de los aminoacidos de spr anteriores puede ser cualquier mutacion de sentido erréneo
adecuada para uno, dos o tres de los nucleétidos que codifican el aminoacido. La mutacidon cambia el residuo del
aminoacido a cualquier aminoacido adecuado, lo que se traduce en una proteina spr mutada, capaz de suprimir el
fenotipo de una célula que comprende un gen Tsp mutado. La mutacién de sentido errébneo puede cambiar el ami-
noacido a uno que tiene un tamario diferente y/o tiene propiedades quimicas diferentes, en comparacion con el ami-
noacido de tipo silvestre.

En una realizacion, la mutaciéon es en una, dos o tres de la triada catalitica de residuos de aminoacidos de C94,
H145 y H157 (Solution NMR Structure of the NIpC/P60 Domain of Lipoprotein Spr from Escherichia coli Structural
Evidence for a Novel Cysteine Peptidase Catalytic Triad, Biochemistry, 2008, 47, 9715-9717).

Por consiguiente, el gen spr mutado puede comprender:

) una mutacion en C94; o

) una mutacion en H145; o

) una mutacion en H157; o

) una mutacion en C94 y H145; o
) una mutacion en C94 y H157; o
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) una mutacion en H145 y H157; o
) una mutacion en C94, H145 y H157.
En esta realizacion, la proteina spr preferiblemente no tiene ninguna mutacién adicional.

Uno, dos o tres de C94, H145 y H157 se pueden mutar a cualquier aminoacido adecuado, lo que se traduce en una
proteina spr capaz de suprimir el fenotipo de una célula que comprende un gen Tsp mutado. Por ejemplo, uno, dos o
tres de C94, H145 y H157 se pueden mutar a un aminoacido pequefio tal como Gly o Ala. En consecuencia, la pro-
teina spr puede tener una, dos o tres de las mutaciones C94A, H145A y H157A. Preferiblemente, el gen spr com-
prende la mutacién de sentido erréneo H145A, que se ha encontrado que produce una proteina spr capaz de supri-
mir el fenotipo de una célula que comprende un gen Tsp mutado.

La designacion para un mutante por sustitucion en la presente memoria consiste en una letra seguida de un nimero
seguido de una letra. La primera letra designa el aminoacido en la proteina de tipo silvestre. El numero hace refe-
rencia a la posicion del aminoacido en la que se esta realizando la sustitucion de aminoacido, y la segunda letra
designa el aminoacido que se utiliza para remplazar al aminoacido de tipo silvestre.

En una realizacion preferida, la proteina spr mutante comprende una mutacién en uno o varios aminoacidos selec-
cionados a partir de N31, R62, 170, Q73, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136, G140, R144 y G147,
preferiblemente una mutacién en uno o varios aminoacidos seleccionados a partir de S95, V98, Y115, D133, V135 y
G147. En esta realizacion, la proteina spr preferiblemente no tiene ninguna mutacién adicional. Por consiguiente, el
gen spr mutado puede comprender:

) una mutaciéon en N31; o
) una mutacion en R62; o
) una mutacion en 170; o

. una mutacion en Q73; o
) una mutacion en S95; o
) una mutacion en V98; o
. una mutacion en Q99; o
) una mutacion en R100; o
) una mutacioén en L108; o
) una mutacioén en Y115; o
) una mutacion en D133; o
) una mutacion en V135; o
) una mutacioén en L136; o
) una mutacion en G140; o
) una mutacion en R144; o
. una mutacion en G147.

En una realizacion, la proteina spr mutante comprende multiples mutaciones en los aminoacidos:

. S95y Y115; 0

. N31, Q73, R100 y G140; o
. Q73, R100 y G140; o

. R100y G140; o

. Q73y G140; 0
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o Q73 y R100; o
° R62, Q99 y R144; o
. Q99 y R144.

Uno o varios de los aminoacidos N31, R62, 170, Q73, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136, G140,
R144 y G147 puede estar mutado a cualquier aminoacido adecuado, lo que se traduce en una proteina spr capaz de
suprimir el fenotipo de una célula que comprende un gen Tsp mutado. Por ejemplo, uno o varios de N31, R62, 170,
Q73, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136, G140 y R144 se pueden mutar a un aminoacido peque-
fio tal como Gly o Ala.

En una realizacion preferida, la proteina spr comprende una o varias de las siguientes mutaciones: N31Y, R62C,
I70T, Q73R, S95F, VI8E, Q99P, R100G, L108S, Y115F, D133A, V135D o V135G, L136P, G140C, R144C y G147C.
Preferiblemente, la proteina spr comprende una o varias de las siguientes mutaciones: S95F, V98E, Y115F, D133A,
V135D o V135G y G147C. En esta realizacion, la proteina spr preferiblemente no tiene ninguna mutacién adicional.

En una realizacion, la proteina spr tiene una mutacion seleccionada a partir de N31Y, R62C, 170T, Q73R, S95F,
VI8E, Q99P, R100G, L108S, Y115F, D133A, V135D o V135G, L136P, G140C, R144C y G147C. En esta realiza-
cion, la proteina spr preferiblemente no tiene ninguna mutacién adicional.

En una realizacién adicional, la proteina spr tiene multiples mutaciones seleccionadas a partir de:

. S95F e Y115F;

. N31Y, Q73R, R100G y G140C;
o Q73R, R100G y G140C;

. R100G y G140C;

. Q73R y G140C;

o Q73R y R100G;

. R62C, Q99P y R144C; o

o Q99P y R144C.

Preferiblemente, el gen spr mutante codifica una proteina spr que tiene una mutacién seleccionada a partir de C94A,
D133A, H145A y H157A.

En otra realizacion, el gen spr mutado codifica una proteina spr que tiene la mutacion W174R. En una realizacion
alternativa, la proteina spr no tiene la mutacion W174R.

La célula de acuerdo con la presente invencién tiene una actividad reducida de la proteina Tsp, en comparacion con
una célula de tipo silvestre. La expresién "actividad reducida de la proteina Tsp en comparacién con una célula de
tipo silvestre" significa que la actividad de Tsp de la célula esta reducida en comparacion con la actividad de Tsp de
una célula de tipo silvestre. La célula puede estar modificada por cualquier medio adecuado para reducir la actividad
de Tsp.

En una realizacion, la actividad reducida de Tsp procede de la modificacién del polinucleétido endégeno que codifica
Tsp y/o secuencias reguladoras de la expresion asociadas. La modificacion puede reducir o detener la transcripcion
y traduccion del gen Tsp o puede proporcionar la proteina Tsp expresada con actividad proteasa reducida en com-
paracioén con la proteina Tsp de tipo silvestre.

En una realizacion, se modifica la secuencia reguladora de la expresion asociada para reducir la expresion de Tsp.
Por ejemplo, el promotor del gen Tsp puede mutarse para evitar la expresion del gen.

En una realizacion preferida, la célula de acuerdo con la presente invencién es portadora de un gen Tsp mutado que
codifica una proteina Tsp con actividad proteasa reducida o un gen Tsp mutado inactivado. Preferiblemente el gen
Tsp cromosomico esta mutado.

Tal y como se usa en el presente documento, "gen Tsp" significa un gen que codifica la proteasa Tsp (también cono-
cida como Prc) que es una proteasa periplasmica capaz de actuar sobre la proteina 3 que se une a penicilina
(PBP3) y proteinas de la cola del fago. La secuencia del gen Tsp de tipo silvestre se muestra en SEQ ID NO: 1y la
secuencia de la proteina Tsp de tipo silvestre se muestra en SEQ ID NO: 2.
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La referencia al gen Tsp mutado o gen Tsp mutado que codifica Tsp, se refiere a cualquier gen Tsp mutado que
codifica una proteina Tsp que tiene una actividad proteasa reducida o un gen Tsp mutado inactivado, a menos que
se indique lo contrario.

La expresion "gen Tsp mutado que codifica una proteina Tsp que tiene una actividad proteasa reducida" en el con-
texto de la presente invencion significa que el gen Tsp mutado no tiene la actividad proteasa completa, en compara-
cion con el gen Tsp no mutado de tipo silvestre.

Preferentemente, el gen Tsp mutado codifica una proteina Tsp que tiene 50% o menos, 40% o menos, 30% o me-
nos, 20% o menos, 10% o menos o 5% o menos de la actividad proteasa de una proteina Tsp de tipo silvestre sin
mutar. Mas preferiblemente, el gen Tsp mutado codifica una proteina Tsp que no tiene actividad proteasa. En esta
realizacion, la célula no carece de Tsp cromosémico, es decir, la secuencia del gen Tsp no se ha eliminado o muta-
do para evitar la expresion de cualquier forma de proteina Tsp.

Se puede introducir cualquier mutacion adecuada en el gen Tsp con el fin de producir una proteina que tenga activi-
dad proteasa reducida. La actividad proteasa de una proteina Tsp expresada a partir de una bacteria gram-negativa,
puede ser comprobada facilmente por una persona experta en la técnica a través de cualquier método adecuado en
la técnica, tal como el método descrito en Keiler et al. (Identification of Active Site Residues of the Tsp Protease*
THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY vol. 270, n°® 48, del 1 de Diciembre 1, pags. 28864-28868, 1995
Kenneth C. Keiler y Robert T. Sauer) en donde se somete a ensayo la actividad de Tsp.

Se ha descrito en Keiler et al. (supra) que Tsp tiene un sitio activo que comprende los residuos S430, D441 y K455,
y los residuos G375, G376, E433 y T452 son importantes para mantener la estructura de Tsp. Keiler et al. (supra)
informan sobre hallazgos de que los genes Tsp mutados S430A, D441A, K455A, K455H, K455R, G375A, G376A,
E433A y T452A no tienen actividad proteasa detectable. Se ha informado ademas de que el gen Tsp mutado S430C
muestra una actividad de tipo silvestre de aproximadamente 5-10%. De acuerdo con ello, la mutacién de Tsp para
producir una proteina que tiene actividad proteasa reducida, puede comprender una mutacién, tal como una muta-
cion de sentido erroneo en uno o varios de los residuos S430, D441, K455, G375, G376, E433 y T452. Preferible-
mente, la mutacion de Tsp para producir una proteina que tiene actividad proteasa reducida puede comprender una
mutacion, tal como una mutaciéon de sentido erréneo en uno, dos o los tres residuos del sitio activo S430, D441 y
K455.

Por consiguiente, el gen Tsp mutado puede comprender:

) una mutacion en S430; o

) una mutacion en D441; o

) una mutacion en K455; o

) una mutacion en S430 y D441; o

) una mutacion en S430 y K455; o

) una mutacion en D441 y K455; o

) una mutacion en S430, D441 y K455.

Se puede mutar uno o varios de S430, D441, K455, G375, G376, E433 y T452 a cualquier aminoacido adecuado, lo
que se traduce en una proteina que tiene actividad proteasa reducida. Ejemplos de mutaciones adecuadas son
S430A, S430C, D441A, K455A, K455H, K455R, G375A, G376A, E433A y T452A. El gen Tsp mutado puede com-
prender una, dos o tres mutaciones en los residuos del sitio activo, por ejemplo el gen puede comprender:

) S430A 0 S430C; y/o
) D441A; ylo
. K455A o K455H o K455R.

Preferiblemente, el gen Tsp tiene la mutacion puntual S430A o S430C.

La expresion "gen Tsp mutado inactivado” en el contexto de la presente invencion, significa que el gen Tsp com-
prende una o varias mutaciones que impiden la expresion de la proteina Tsp codificada por el gen de tipo silvestre,
para proporcionar una célula que carece de proteina Tsp. El gen inactivado (del inglés, “knockout”) se puede trans-
cribir parcial o completamente, pero no se puede traducir en la proteina codificada. El gen Tsp mutado inactivado se
puede mutar de cualquier manera adecuada, por ejemplo, mediante una o varias deleciones, inserciones, mutacio-
nes puntuales, de sentido erréneo, sin sentido y de desplazamiento del marco, para causar una falta de expresion de
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la proteina. Por ejemplo, el gen se puede inactivar mediante la insercion de una secuencia de ADN extrafio, tal como
un marcador de resistencia a antibiéticos, en la secuencia que codifica el gen.

En una realizacion preferida, el gen Tsp no esta mutado mediante la insercion de una secuencia de ADN extrafio, tal
como un marcador de resistencia a antibioticos, en la secuencia que codifica el gen. En una realizacion, el gen Tsp
comprende una mutacién en el codon de inicio del gen y/o en uno o varios codones de parada situados aguas abajo
del coddn de inicio del gen y aguas arriba del gen de coddn de parada, evitando de este modo la expresion de la
proteina Tsp. La mutacién del coddén de inicio puede ser una mutacién de sentido erréneo de uno, dos o los tres
nucledtidos del codén de inicio. Alternativa o adicionalmente, el codén de inicio se puede mutar por una mutacién en
el marco de lectura por insercion o delecion. El gen Tsp comprende dos codones ATG en el extremo 5' de la se-
cuencia codificante, uno o ambos de los codones ATG puede estar mutado con una mutacién de sentido erréneo. El
gen Tsp se puede mutar en el segundo codén ATG (coddn 3) a TCG, como se muestra en la Figura 5b. El gen Tsp
puede comprender alternativa o adicionalmente uno o varios codones de parada situados aguas abajo del codén de
inicio del gen y aguas arriba del codén de parada del gen. Preferiblemente, el gen Tsp mutado inactivado comprende
tanto una mutacién de sentido erréneo en el coddén de inicio como uno o varios codones de parada insertados. En
una realizacion preferida, el gen TSP se muta para eliminar "T" del quinto codén, provocando de este modo un des-
plazamiento del marco lo que da como resultado codones de parada en los codones 11y 16, como se muestra en la
Figura 5b. En una realizacion preferida, el gen Tsp se muta para insertar un sitio de restriccion Ase | para crear un
tercer codon de parada en marco en el codén 21, como se muestra en la Figura 5b.

En una realizacion preferida, el gen Tsp mutado inactivado tiene la secuencia de ADN de SEQ ID NO: 3, que incluye
los 6 nucleodtidos ATGAAT aguas arriba del codén de inicio. Las mutaciones que se han realizado en la secuencia de
Tsp mutada inactivada de SEQ ID NO: 3 se muestran en la Figura 5b. En una realizacion, el gen Tsp mutado tiene la
secuencia de ADN de los nucleétidos 7 a 2048 de SEQ ID NO: 3.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la célula bacteriana gram-negativa recombinante comprende
ademas un gen DegP mutado que codifica una proteina DegP que tiene actividad de tipo chaperona y actividad
proteasa reducida y/o un gen ptr mutado, en donde el gen ptr mutado codifica una proteina Proteasa lll que tiene
actividad proteasa reducida o es un gen ptr mutado inactivado y/o un gen OmpT mutado, en donde el gen OmpT
mutado codifica una proteina OmpT que tiene actividad proteasa reducida o es un gen OmpT mutado inactivado.

En una realizacion, la presente invencion proporciona una célula bacteriana gram-negativa recombinante que com-
prende

a. un polinuclestido recombinante que codifica DsbC;

b. un gen Tsp mutado que codifica una proteina Tsp que tiene actividad proteasa reducida o un gen Tsp mutado
inactivado;

c. un gen DegP mutado que codifica una proteina DegP que tiene actividad de tipo chaperona y actividad proteasa
reducida y/o una OmpT mutada en donde el gen OmpT mutado codifica una proteina OmpT que tiene actividad
proteasa reducida o es un gen OmpT mutado inactivado; y

d. opcionalmente un gen spr mutado.

Preferiblemente, en esta realizacion el genoma celular es isogénico a una célula bacteriana de tipo silvestre, excepto
para las mutaciones anteriores b, c y d.

En una realizacion, la presente invencion proporciona una célula bacteriana gram-negativa recombinante que com-
prende:

a. un polinuclestido recombinante que codifica DsbC;

b. un gen Tsp mutado que codifica una proteina Tsp que tiene actividad proteasa reducida o un gen Tsp mutado
inactivado;

c. un gen ptr mutado, en donde el gen ptr mutado codifica una proteina Proteasa Il que tiene actividad proteasa
reducida o es un gen ptr mutado inactivado y/o una OmpT mutada en donde el gen OmpT mutado codifica una pro-
teina OmpT que tiene actividad proteasa reducida o es un gen OmpT mutado inactivado; y

d. opcionalmente un gen spr mutado.

Preferiblemente, en esta realizacion el genoma celular es isogénico a una célula bacteriana de tipo silvestre, excepto
para las mutaciones anteriores b, c y d.

En una realizacion, la presente invencion proporciona una célula que comprende

a. un polinuclestido recombinante que codifica DsbC;
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b. un gen Tsp mutado que codifica una proteina Tsp que tiene actividad proteasa reducida o un gen Tsp mutado
inactivado;

c. un gen DegP mutado que codifica una proteina DegP que tiene actividad de tipo chaperona y actividad proteasa
reducida;

d. un gen ptr mutado, en donde el gen ptr mutado codifica una proteina Proteasa Il que tiene actividad proteasa
reducida o es un gen ptr mutado inactivado;

e. opcionalmente una OmpT mutada, en donde el gen OmpT mutado codifica una proteina OmpT que tiene actividad
proteasa reducida o es un gen OmpT mutado inactivado; y

f. opcionalmente un gen spr mutado.

Preferiblemente, en esta realizacion el genoma de la célula es isogénico a una célula bacteriana de tipo silvestre,
excepto para las mutaciones anteriores b, ¢, d, e y f.

En realizaciones de la presente invencion, la célula comprende un gen DegP mutado. Tal como se usa en este do-
cumento, "DegP" significa un gen que codifica una proteina DegP (también conocida como HirA), que tiene doble
funcién como chaperona y proteasa (familias de serina peptidasas; Rawlings ND, Barrett AJ. Methods Enzymol.
1994;244:19-61). La secuencia del gen DegP sin mutar se muestra en SEQ ID NO: 7 y la secuencia de la proteina
DegP sin mutar se muestra en SEQ ID NO: 8.

A bajas temperaturas, DegP actia como una chaperona y a altas temperaturas DegP tiene una preferencia para
actuar como una proteasa (A Temperature-Dependent Switch from Chaperone to Protease in a Widely Conserved
Heat Shock Protein. Cell, volumen 97, publicacion 3, paginas 339 - 347. Spiess C, Beil A, Ehrmann M) y The proteo-
Iytic activity of the HirA (DegP) protein from Escherichia coli at low temperatures, Skorko-Glonek J et al. Microbiology
2008, 154, 3649-3658).

En las realizaciones en las que la célula comprende la mutacién DegP, la mutacion DegP en la célula proporciona un
gen DegP mutado que codifica una proteina DegP que tiene actividad de tipo chaperona pero no una actividad pro-
teasa completa.

La expresion "que tiene actividad de tipo chaperona" en el contexto de la presente invencion, significa que la protei-
na DegP mutada tiene la misma actividad de tipo chaperona o sustancialmente la misma, en comparacion con la
proteina DegP de tipo silvestre sin mutar. Preferiblemente, el gen DegP mutado codifica una proteina DegP que
tiene 50% o mas, 60% o mas, 70% o mas, 80% o mas, 90% o mas o0 95% o mas de la actividad de tipo chaperona
de una proteina DegP de tipo silvestre sin mutar. Mas preferiblemente, el gen DegP mutado codifica una proteina
DegP que tienen la misma actividad de tipo chaperona, en comparacion con la de DegP de tipo silvestre.

La expresion "que tiene actividad proteasa reducida" en el contexto de la presente invencion, significa que la protei-
na DegP mutada no tiene la actividad proteasa completa en comparacion con la proteina DegP de tipo silvestre sin
mutar. Preferiblemente, el gen DegP mutado codifica una proteina DegP que tiene 50% o menos, 40% o menos,
30% o menos, 20% o menos, 10% o menos o 5% o menos de la actividad proteasa de una proteina DegP de tipo
silvestre sin mutar. Mas preferiblemente, el gen DegP mutado codifica una proteina DegP que no tiene actividad
proteasa. La célula no carece de DegP cromosomica, es decir, las secuencias génicas de DegP no se han eliminado
o mutado para evitar la expresion de cualquier forma de proteina DegP.

Cualquier mutacion adecuada se puede introducir en el gen DegP con el fin de producir una proteina que tiene acti-
vidad de tipo chaperona y actividad proteasa reducida. La actividad proteasa y chaperona de una proteina DegP
expresada a partir de una bacteria gram-negativa, se puede comprobar facilmente por una persona experta en la
técnica a través de cualquier método adecuado, tal como el método descrito en Spiess et al., en el que se sometie-
ron a ensayo las actividades proteasa y chaperona de DegP en MalS, un sustrato natural de DegP (A Temperature-
Dependent Switch from Chaperone to Protease in a Widely Conserved Heat Shock Protein. Cell, volumen 97, publi-
cacion 3, paginas 339 - 347. Spiess C, Beil A, Ehrmann M) y también el método descrito en The proteolytic activity of
the HirA (DegP) protein from Escherichia coli at low temperatures, Skorko-Glonek J et al. Microbiology 2008, 154,
3649-3658.

DegP es una serina proteasa y tiene un centro activo que consiste en una triada catalitica de residuos de aminoaci-
dos de His105, Asp135 y Ser210 (Families of serine peptidases, Methods Enzymol., 1994, 244:19-61 Rawlings N y
Barrett A). La mutacion DegP para producir una proteina que tiene actividad de tipo chaperona y actividad proteasa
reducida puede comprender una mutacion, tal como una mutacién de sentido erréneo en uno, dos o tres de His105,
Asp135y Ser210.

Por consiguiente, el gen DegP mutado puede comprender:

) una mutacion en His105; o
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) una mutacién en Asp135; o

) una mutacion en Ser210; o

) una mutacion en His105 y Asp135; o

) una mutacion en His105 y Ser210; o

) una mutacion en Asp135 y Ser210; o

) una mutacion en His105, Asp135 y Ser210.

Uno, dos o tres de His105, Asp135 y Ser210 se pueden mutar a cualquier aminoacido adecuado, lo que se traduce
en una proteina que tiene actividad de tipo chaperona y actividad proteasa reducida. Por ejemplo, uno, dos o tres de
His105, Asp135 y Ser210 se pueden mutar a un aminoacido pequefio tal como Gly o Ala. Una mutacion adecuada
adicional es cambiar uno, dos o tres de His105, Asp135 y Ser210 a un aminoacido que tiene propiedades opuestas,
tal como mutar Asp135 a Lys o Arg, mutar His105 polar a un aminoacido no polar tal como Gly, Ala, Val o Leu y
mutar Ser210 pequefia hidréfila a un residuo grande o hidréfobo tal como Val, Leu, Phe o Tyr. Preferiblemente, el
gen DegP comprende la mutacion puntual S210A, como se muestra en la Figura 5c, que se ha encontrado que pro-
duce una actividad de tipo chaperona pero no tiene actividad proteasa (A Temperature-Dependent Switch from Cha-
perone to Protease in a Widely Conserved Heat Shock Protein. Cell, volumen 97, publicacién 3, paginas 339 - 347.
Spiess C, Beil A, Ehrmann M).

DegP tiene dos dominios PDZ, PDZ1 (residuos 260-358) y PDZ2 (residuos 359-448), que median en la interaccion
proteina-proteina (A Temperature-Dependent Switch from Chaperone to Protease in a Widely Conserved Heat
Shock Protein. Cell, volumen 97, publicacion 3, paginas 339 - 347. Spiess C, Beil A, Ehrmann M). En una realizacion
de la presente invencion, el gen DegP esta mutado para delecionar el dominio pDZ1 y/o el dominio PDZ2. La dele-
cion de pDZ1 y PDZ2 da como resultado la pérdida completa de la actividad proteasa de la proteina DegP y una
actividad reducida de tipo chaperona, en comparacion con la proteina DegP de tipo silvestre, mientras que la dele-
cion de cualquiera entre pDZ1 o PDZ2, da como resultado una actividad proteasa del 5% y una actividad de tipo
chaperona similar en comparacion con la proteina DegP de tipo silvestre (A Temperature-Dependent Switch from
Chaperone to Protease in a Widely Conserved Heat Shock Protein. Cell, volumen 97, publicaciéon 3, paginas 339 -
347. Spiess C, Beil A, Ehrmann M).

El gen DegP mutado también puede comprender un sitio de restriccion silencioso que no es de origen natural, tal
como Ase |, con el fin de ayudar en los métodos de identificacion y escrutinio, por ejemplo, como se muestra en la
Figura 5c.

La secuencia preferida del gen DegP mutado que comprende la mutacion puntual S210A y un sitio de restriccion
marcador Ase I, se proporciona en SEQ ID NO: 9 y la secuencia de proteinas codificadas se muestra en SEQ ID
NO: 10. Las mutaciones que se han realizado en la secuencia DegP mutada de SEQ ID NO: 9, se muestran en la
Figura 5c.

En las realizaciones de la presente invencion, en donde la célula comprende un gen DegP mutado que codifica una
proteina DegP que tiene actividad de tipo chaperona y actividad proteasa reducida, una o varias de las células pro-
porcionadas por la presente invencion pueden proporcionar un rendimiento mejorado de proteinas correctamente
plegadas a partir de la célula, respecto a las células mutadas en las que el gen DegP se ha mutado a DegP inactiva-
do que evita la expresion de DegP, tal como DegP cromosomica defectuosa. En una célula que comprende un gen
DegP mutado inactivado que evita la expresion DegP, la actividad de tipo chaperona de DegP se pierde completa-
mente, mientras que en la célula de acuerdo con la presente invencion, la actividad de tipo chaperona de DegP se
conserva mientras que se pierde la actividad proteasa completa. En estas realizaciones, una o varias células segun
la presente invencién tienen una actividad proteasa inferior para evitar la proteolisis de la proteina, mientras que
mantienen la actividad de tipo chaperona para permitir un plegamiento correcto y un transporte de la proteina en la
célula hospedadora.

El experto en la materia sera capaz facilmente de analizar la proteina secretada para ver si la proteina esta plegada
correctamente usando métodos bien conocidos en la técnica, tales como la HPLC de proteina G, dicroismo circular,
RMN, métodos de cristalografia de rayos X y de medicion de la afinidad del epitopo.

En estas realizaciones, una o varias células segun la presente invencidon pueden haber mejorado el crecimiento
celular en comparacion con células que son portadoras de un gen DegP mutado inactivado que evita la expresion de
DegP. Sin desear estar ligado a ninguna teoria, un crecimiento celular mejorado tal vez se muestre debido a la pro-
teasa DegP que conserva la actividad de tipo chaperona, lo que puede aumentar la capacidad de la célula para
procesar todas las proteinas que requieren una actividad de tipo chaperona. En consecuencia, la produccion de
proteinas correctamente plegadas necesarias para el crecimiento y la reproduccion de la célula, se puede aumentar
en una o varias de las células de la presente invencién, en comparacion con las células que son portadoras de una
mutacion inactivadora de DegP, mejorando de este modo las rutas celulares que regulan el crecimiento. Ademas,
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cepas conocidas que carecen de una proteasa DegP son generalmente sensibles a la temperatura y no crecen nor-
malmente a temperaturas superiores a aproximadamente 28°C. Sin embargo, las células de acuerdo con la presente
invencion no son sensibles a la temperatura y pueden crecer a temperaturas de 28°C o superiores, incluyendo tem-
peraturas de aproximadamente 30°C a aproximadamente 37°C, que se utilizan normalmente para la produccién a
escala industrial de proteinas procedentes de bacterias.

En realizaciones de la presente invencion, la célula comprende un gen ptr mutado. Tal como se usa en el presente
documento, "gen ptr" significa un gen que codifica la Proteasa lll, una proteasa que degrada proteinas de peso mo-
lecular elevado. La secuencia del gen ptr no mutado se muestra en SEQ ID NO: 4 y la secuencia de la proteina
Proteasa Ill no mutada se muestra en SEQ ID NO: 5.

La referencia al gen ptr mutado o gen ptr mutado que codifica la Proteasa lll, se refiere a cualquier gen ptr mutado
que codifica una proteina de la Proteasa Il que tiene actividad proteasa reducida o un gen ptr mutado inactivado, a
menos que se indique lo contrario.

La expresion "gen ptr mutado que codifica una proteina Proteasa Ill que tiene actividad proteasa reducida" en el
contexto de la presente invencion, significa que el gen ptr mutado no tiene la actividad proteasa completa en compa-
racion con el gen ptr de tipo silvestre sin mutar.

Preferiblemente, el gen ptr mutado codifica una Proteasa lll que tiene 50% o menos, 40% o menos, 30% o menos,
20% o menos, 10% o menos 0 5% o menos de la actividad proteasa de una proteina Proteasa Il de tipo silvestre sin
mutar. Mas preferiblemente, el gen ptr mutado codifica una proteina Proteasa Il que no tiene actividad proteasa. En
esta realizacion, la célula no carece de un ptr cromosémico, es decir, la secuencia del gen ptr no se ha delecionado
o mutado para evitar la expresion de cualquier forma de proteina Proteasa lll.

Cualquier mutacion adecuada se puede introducir en el gen ptr con el fin de producir una proteina Proteasa Il que
tiene actividad proteasa reducida. La actividad proteasa de una proteina Proteasa Il expresada a partir de una bac-
teria gram-negativa se puede someter a ensayo facilmente por una persona experta en la técnica, a través de cual-
quier método adecuado en la técnica.

La expresion "gen ptr mutado inactivado" en el contexto de la presente invencion, significa que el gen comprende
una o varias mutaciones con lo que de este modo no se provoca ninguna expresion de la proteina codificada por el
gen para proporcionar una célula que carece de la proteina codificada por el gen mutado inactivado. El gen inactiva-
do se puede transcribir parcial o completamente, pero no se puede traducir en la proteina codificada. El gen ptr mu-
tado inactivado puede estar mutado de cualquier manera adecuada, por ejemplo, mediante una o varias deleciones,
inserciones, mutaciones puntuales, de sentido erréneo, sin sentido y de desplazamiento del marco, para causar una
falta de expresion de la proteina. Por ejemplo, el gen se puede inactivar mediante la insercion de una secuencia de
ADN extrafio, tal como un marcador de resistencia a antibiéticos, en la secuencia que codifica el gen.

En una realizacion preferida, el gen no esta mutado mediante la insercion de una secuencia de ADN extrafio, tal
como un marcador de resistencia a antibiéticos, en la secuencia que codifica el gen. Preferiblemente, el gen Protea-
sa lll comprende una mutacion en el codén de inicio del gen y/o uno o varios codones de parada situados aguas
abajo del coddn de inicio del gen y aguas arriba del gen de codon de parada, evitando de este modo la expresion de
la proteina Proteasa .

Una mutacién en el coddn de inicio del gen diana inactivado causa la pérdida de la funcidn del codén de inicio y de
ese modo asegura que el gen diana no comprende un codén de inicio adecuado al inicio de la secuencia codificante.
La mutacion del codén de inicio puede ser una mutacién de sentido erréneo de uno, dos o los tres nucleétidos del
codén de inicio. Alternativa o adicionalmente, el codén de inicio se puede mutar con una mutaciéon del marco de
lectura por insercién o delecion.

En una realizacion preferida, el gen ptr esta mutado para cambiar el coddn de inicio ATG a ATT, como se muestra
en la Figura 5a.

El gen ptr mutado inactivado puede comprender alternativa o adicionalmente uno o varios codones de parada situa-
dos aguas abajo del coddn de inicio del gen y aguas arriba del codén de parada del gen. Preferiblemente, el gen ptr
mutado inactivado comprende tanto una mutacién de sentido erréneo en el codén de inicio como uno o varios codo-
nes de parada insertados.

Uno o varios de los codones de parada insertados son preferiblemente codones de parada en marco. Sin embargo,
uno o varios de los codones de parada insertados pueden ser alternativa o adicionalmente codones de parada fuera
de marco. Uno o varios de los codones de parada fuera de marco pueden ser necesarios para detener la traduccién,
en donde se cambia un codon de inicio fuera de marco a un codon de inicio en marco mediante una mutacion de
desplazamiento de marco de lectura por inserciéon o deleciéon. Uno o varios de los codones de parada se pueden
introducir mediante cualquier mutacién adecuada incluyendo una mutacion puntual sin sentido y una mutacion de
desplazamiento de marco de lectura. Uno o varios de los codones de parada se introducen preferiblemente median-
te una mutacion de desplazamiento de marco de lectura y/o una mutacion por insercion, preferiblemente mediante la
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sustitucion de un segmento de la secuencia del gen por una secuencia que comprende un codén de parada. Por
ejemplo, se puede insertar un sitio de restriccion Ase I, el cual comprende el codén de parada TAA.

En una realizacion preferida, el gen ptr estda mutado para insertar un codon de parada en marco mediante la inser-
cion de un sitio de restriccion Ase I, como se muestra en la Figura 5a. En una realizacion preferida, el gen ptr muta-
do inactivado tiene la secuencia de ADN de SEQ ID NO: 6. Las mutaciones que se han realizado en la secuencia del
gen ptr mutado inactivado de SEQ ID NO: 6 se muestran en la Figura 5a.

Las mutaciones por inactivacion del gen descritas anteriormente son ventajosas debido a que causan una alteracion
minima o ninguna en el ADN cromosomico, aguas arriba o aguas abajo del sitio del gen diana inactivado y no re-
quieren la insercion y la retencion de ADN extrario, tal como marcadores de la resistencia a antibiéticos, lo que pue-
de afectar a la idoneidad de la célula para expresar una proteina de interés, en particular proteinas terapéuticas. En
consecuencia, una o varias de las células de acuerdo con la presente invencién pueden presentar caracteristicas de
crecimiento y/o expresion de la proteina mejoradas, en comparacion con células en las que el gen de la proteasa se
ha inactivado mediante la insercién de ADN extrafio en la secuencia que codifica el gen.

En realizaciones de la presente invencion, la célula es portadora de un gen OmpT mutado. Tal y como se usa en el
presente documento, "gen OmpT" significa un gen que codifica la proteasa OmpT (proteasa T de la membrana ex-
terna) que es una proteasa de la membrana externa. La secuencia del gen OmpT de tipo silvestre sin mutar es
SWISS-PROT P09169.

La referencia a un gen mutado OmpT o un gen OmpT mutado que codifica OmpT, se refiere a cualquier gen OmpT
mutado que codifica una proteina OmpT que tiene actividad proteasa reducida o un gen OmpT mutado inactivado, a
menos que se indique lo contrario.

La expresion "gen OmpT mutado que codifica una proteina OmpT que tiene actividad proteasa reducida" en el con-
texto de la presente invencion, significa que el gen OmpT mutado no tiene la actividad proteasa completa en compa-
racion con el gen OmpT de tipo silvestre sin mutar. EI gen OmpT mutado puede codificar una proteina OmpT que
tiene 50% o menos, 40% o menos, 30% o menos, 20% o menos, 10% o menos 0 5% o menos de la actividad pro-
teasa de una proteina OmpT de tipo silvestre sin mutar. El gen OmpT mutado puede codificar una proteina OmpT
que no tiene actividad proteasa. En esta realizacion, la célula no carece de OmpT cromosémica, es decir, la secuen-
cia del gen OmpT no se ha delecionado o mutado para evitar la expresiéon de cualquier forma de proteina OmpT.

Cualquier mutaciéon adecuada se puede introducir en el gen OmpT con el fin de producir una proteina que tenga
actividad proteasa reducida. La actividad proteasa de una proteina OmpT expresada a partir de una bacteria gram-
negativa puede ser comprobada facilmente por una persona experta en la técnica, a través de cualquier método
adecuado en la técnica, tal como el método descrito en Kramer et al. (Identification of essential acidic residues of
outer membrane protease OmpT supports a novel active site, FEBS Letters 505 (2001) 426-430) y Dekker et al.
(Substrate Specitificity of the Integral Membrane Protease OmpT Determined by Spatially Addressed Peptide Librar-
ies, Biochemistry 2001, 40, 1694-1701).

OmpT se ha descrito en Kramer et al. (Identification of active site serine and histidine residues in Escherichia coli
outer membrane protease OmpT FEBS Letters 2000 468, 220-224) los cuales describen que la sustitucion de seri-
nas, histidinas y residuos acidos por alaninas da como resultado una actividad reducida ~10 veces para Glu27,
Asp97, Asp208 o His101, una actividad reducida ~500 veces para Ser99 y una actividad reducida ~10000 veces
para Asp83, Asp85, Asp210 o His212. Vandeputte-Rutten et al. (Crystal Structure of the Outer Membrane Protease
OmpT from Escherichia coli suggests a novel catalytic site, The EMBO Journal 2001, vol 20 n° 18 5033-5039) des-
criben que tiene un sitio activo que comprende una pareja Asp83-Asp85 y una pareja His212-Asp210. Ademas,
Kramer et al. (Lipopolysaccharide regions involved in the activation of Escherichia coli outer membrane protease
OmpT, Eur. J. Biochem. FEBS 2002, 269, 1746-1752) describen que las mutaciones D208A, D210A, H212A,
H212N, H212Q, G216K/K217G, K217T y R218L en el bucle L4, dieron lugar todas a una pérdida parcial o practica-
mente completa de la actividad enzimatica.

Por consiguiente, la mutacion OmpT para producir una proteina que tiene actividad proteasa reducida puede com-
prender una mutacién, tal como una mutacién de sentido erréneo en uno o varios de los residuos E27, D43, D83,
D85, D97, S99, H101 E111, E136, E193, D206, D208, D210, H212 G216, K217, R218 & E250.

Uno o varios de E27, D43, D83, D85, D97, S99, H101 E111, E136, E193, D206, D208, D210, H212 G216, K217,
R218 & E250 se pueden mutar a cualquier aminoacido adecuado, el cual da como resultado una proteina que tiene
actividad proteasa reducida. Por ejemplo, uno o varios de E27, D43, D83, D85, D97, S99, H101 E111, E136, E193,
D206, D208, D210, H212 G216, K217, R218 & E250 se pueden mutar a alanina. Ejemplos de mutaciones adecua-
das son E27A, D43A, D83A, D85A, DI7A, S99A, H101A E111A, E136A, E193A, D206A, D208A, D210A, H212A,
H212N, H212Q, G216K, K217G, K217T, R218L & E250A. En una realizacién, el gen OmpT mutado comprende las
mutaciones D210A y H212A. Una secuencia de OmpT mutada adecuada que comprende las mutaciones D210A y
H212A se muestra en SEQ ID NO: 23.

La expresion "gen OmpT mutado inactivado” en el contexto de la presente invencion, significa que el gen comprende
una o varias mutaciones que provocan de este modo la falta de expresion de la proteina codificada por el gen para
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proporcionar una célula que carece de la proteina codificada por el gen mutado inactivado. El gen inactivado se
puede transcribir parcial o completamente, pero no se puede traducir en la proteina codificada. EI gen OmpT mutado
inactivado se puede mutar de cualquier manera adecuada, por ejemplo, mediante una o varias deleciones, insercio-
nes, mutaciones puntuales, de sentido erroneo, sin sentido y de desplazamiento del marco, para causar la falta de
expresion de la proteina. Por ejemplo, el gen se puede inactivar mediante la insercion de una secuencia de ADN
extrafio, tal como un marcador de resistencia a antibiéticos, en la secuencia que codifica el gen.

En una realizacion, el gen OmpT comprende una mutacion del coddn de inicio del gen y/o uno o varios codones de
parada situados aguas abajo del codon de inicio del gen y aguas arriba del codén de parada del gen, evitando de
este modo la expresion de la proteina OmpT. La mutacion del codén de inicio puede ser una mutacién de sentido
erroneo de uno, dos o los tres nucledétidos del codén de inicio. Alternativa o adicionalmente, el codén de inicio se
puede mutar por una mutacion del marco de lectura por insercion o delecion.

Una secuencia de OmpT mutada inactivada, adecuada se muestra en SEQ ID NO: 24.

En una realizacion, la célula bacteriana gram-negativa segun la presente invencion no es portadora de un gen OmpT
mutado inactivado, ya que carece de OmpT cromosomica.

En una realizacion, la célula bacteriana gram-negativa segun la presente invencién no es portadora de un gen DegP
mutado inactivado, ya que carece de DegP cromosdmica. En una realizacién, la célula bacteriana gram-negativa
segun la presente invencion no es portadora de un gen DegP mutado.

En una realizacion, la célula bacteriana gram-negativa segun la presente invencién no es portadora de un gen ptr
mutado inactivado, ya que carece de ptr cromosémica.

Muchas mutaciones por ingenieria genética, incluyendo las mutaciones por inactivacion de un gen, implican el uso
de marcadores de resistencia a antibiéticos que permiten la seleccion e identificacién de células mutadas con éxito.
Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, hay una serie de inconvenientes para el uso de marcadores
de resistencia a antibidticos.

Una realizacion adicional de la presente invencion supera las desventajas anteriores de la utilizacion de marcadores
de resistencia a antibiéticos, en donde el gen Tsp mutado, opcionalmente la spr mutada, opcionalmente el gen DegP
mutado y/o un gen ptr mutado y/o un gen OmpT mutado, estdn mutados para comprender uno o varios sitios de
marcadores de restriccion. Los sitios de restriccion se modifican por ingenieria genética en el gen y son de origen no
natural. Los sitios de marcadores de restriccion son ventajosos porque permiten la deteccion e identificacion de
células modificadas correctamente que comprenden las mutaciones cromosémicas requeridas. Las células que han
sido modificadas para ser portadoras de uno o varios de los genes de proteasas mutadas, se pueden analizar me-
diante PCR del ADN gendémico a partir de lisados celulares, usando parejas de oligonucledtidos disefiados para
amplificar una region del ADN genémico que comprende un sitio de marcador de restriccion de origen no natural. El
ADN amplificado se puede analizar entonces mediante electroforesis en gel de agarosa antes y después de la incu-
bacion con una enzima de restriccién adecuada capaz de digerir el ADN en el sitio del marcador de restriccion de
origen no natural. La presencia de fragmentos de ADN después de la incubacién con la enzima de restriccion, con-
firma que las células se han modificado con éxito para ser portadoras de uno o varios de los genes mutados.

En la realizacion en la que la célula es portadora de un gen ptr mutado inactivado que tiene la secuencia de ADN de
SEQ ID NO: 6, las secuencias de cebadores oligonucleétidos que se muestran en SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO:18
se pueden utilizar para amplificar la region del ADN que comprende el sitio de restriccion de Ase / de origen no natu-
ral, a partir del ADN gendémico de células transformadas. EI ADN gendmico amplificado se puede incubar entonces
con la enzima de restriccion Ase | y se analiza por electroforesis en gel para confirmar la presencia del gen ptr muta-
do en el ADN genomico.

En la realizacion en la que la célula comprende un gen Tsp mutado inactivado que tiene la secuencia de ADN de
SEQ ID NO: 3 o los nucledtidos 7 a 2048 de SEQ ID NO: 3, las secuencias de cebadores oligonucleétidos mostra-
das en SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO:16 se pueden utilizar para amplificar la region del ADN que comprende el sitio
de restriccion Ase | de origen no natural, a partir del ADN gendmico de células transformadas. EI ADN gendmico
amplificado se puede incubar entonces con la enzima de restriccion de Ase 'y analizar por electroforesis en gel para
confirmar la presencia del gen Tsp mutado en el ADN gendmico.

En la realizacion en la que la célula comprende un gen DegP mutado que tiene la secuencia de ADN de SEQ ID NO:
9, las secuencias de cebadores oligonucleétidos que se muestran en SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20 se pueden
utilizar para amplificar la regién del ADN que comprende el sitio de restriccion Ase I de origen no natural, a partir del
ADN genomico de células transformadas. EI ADN gendmico amplificado se puede incubar entonces con la enzima
de restriccion Ase | y analizar por electroforesis en gel para confirmar la presencia del gen DegP mutado en el ADN
genomico.

Uno o varios de los sitios de restriccion se pueden introducir mediante cualquier mutacién adecuada, incluyendo
deleciones, inserciones, mutaciones puntuales, de sentido erréneo, sin sentido y de desplazamiento del marco. Un
sitio de restriccion se puede introducir mediante la mutacion del codén de inicio y/o una mutacion para introducir uno
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o varios de los codones de parada, como se ha descrito anteriormente. Esta realizacion es ventajosa debido a que el
sitio del marcador de restriccion es un marcador directo y Unico de las mutaciones inactivadoras de genes introduci-
das.

Un sitio de marcador de restriccion se puede insertar, el cual comprende un codén de parada en marco, tal como un
sitio de restriccion Ase I. Esto es particularmente ventajoso debido a que el sitio de restriccion insertado sirve como
un sitio de marcador de restriccion y un codén de parada para evitar la transcripcion completa de la secuencia que
codifica el gen. Por ejemplo, en la realizacién en la que un codén de parada se introduce en el gen ptr mediante la
introduccion de un sitio Ase I, esto también crea un sitio de restriccién, como se muestra en la Figura 5a. Por ejem-
plo, en la realizacion en la que un codén de parada se introduce en el gen Tsp en el codén 21 mediante la introduc-
cion de un sitio Ase /, esto también crea un sitio de restriccion, como se muestra en la Figura 5b.

Un sitio de marcador de restriccion se puede insertar mediante la mutacion del codén de inicio y, opcionalmente, una
o varias mutaciones puntuales adicionales. En esta realizacion, el sitio del marcador de restriccion es preferiblemen-
te un sitio de restriccion EcoR I. Esto es particularmente ventajoso debido a que la mutacién del codén de inicio
también crea un sitio de marcador de restriccion. Por ejemplo, en la realizacion en la que el codén de inicio del gen
ptr se cambia a ATT, esto crea un sitio marcador EcoR I, como se muestra en la Figura 5a. Por ejemplo, en la reali-
zacion en la que el codén de inicio (codén 3) del gen Tsp se cambia de ATG a TCG, como se muestra en la Figura
1b, una mutacion puntual adicional en el coddn 2 de AAC de AAT y una mutacién en el codén 3 de ATG a TCG, crea
un sitio de restriccion marcador EcoR I, como se muestra en la Figura 5b.

En la realizacion de la presente invencion, en donde la célula es portadora de un gen OmpT mutado, uno o varios de
los sitios de restriccion se pueden introducir mediante cualquier mutacion adecuada, incluyendo mediante una o
varias deleciones, inserciones, mutaciones puntuales, de sentido erréneo, sin sentido y de desplazamiento del mar-
co. Por ejemplo, en la realizacion en la que el gen OmpT comprende las mutaciones D210A y H212A, estas muta-
ciones introducen un sitio de restriccion Hindlll silencioso que se puede utilizar como marcador de seleccion.

En el gen DegP o el gen spr, un sitio de restriccion marcador se puede introducir usando cambios a codones silen-
ciosos. Por ejemplo, un sitio Ase | se puede utilizar como un sitio de restriccion silencioso marcador, en el que el
codon de parada TAA esta fuera de marco, como se muestra en la Figura 5c¢ para el gen DegP mutado.

En las realizaciones de la presente invencion, en donde el gen ptr y/o el gen Tsp estan mutados para codificar una
Proteasa lll o Tsp que tiene actividad proteasa reducida, se pueden introducir uno o varios sitios de restriccion mar-
cadores usando cambios a codones silenciosos.

Cualquier bacteria gram-negativa adecuada se puede utilizar como la célula parental para la produccion de la célula
recombinante de la presente invencion. Una bacteria gram-negativa adecuada incluye Salmonella typhimurium,
Pseudomonas fluorescens, Erwinia carotovora, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila, Pseudo-
monas aeruginosa, Acinetobacter baumannii y E. coli. Preferiblemente la célula parental es E. coli. Cualquier cepa
adecuada de E. coli se puede usar en la presente invencién, pero se emplea preferiblemente una cepa W3110 de
tipo silvestre, tal como W3110 K-12.

Un inconveniente asociado con las cepas bacterianas que carecen de proteasas, creadas previamente y utilizadas
para expresar proteinas recombinantes, es que comprenden mutaciones adicionales en genes implicados en el
metabolismo celular y la replicacion del ADN, tales como por ejemplo phoA, fhuA, lac, rec, gal, ara, arg, thiy pro en
cepas de E. coli. Estas mutaciones pueden tener muchos efectos deletéreos en la célula hospedadora, incluidos los
efectos sobre el crecimiento celular, la estabilidad, el rendimiento de la expresiéon de proteinas recombinantes y la
toxicidad. Las cepas que tienen una o varias de estas mutaciones genémicas, en particular las cepas que tienen una
cantidad elevada de estas mutaciones, pueden mostrar una pérdida de capacidad, lo que reduce la tasa de creci-
miento bacteriano a un nivel que no es adecuado para la produccién de proteinas a escala industrial. Ademas, cual-
quiera de las mutaciones gendmicas anteriores puede afectar a otros genes en cis y/o en trans de forma perjudicial
impredecible, alterando de este modo el fenotipo de la cepa, la capacidad y el perfil de proteinas. Ademas, el uso de
células fuertemente mutadas no es generalmente adecuado para la produccién de proteinas recombinantes para
uso comercial, en particular de agentes terapéuticos, debido a que tales cepas tienen generalmente vias metabali-
cas defectuosas y por lo tanto pueden crecer mal o no crecer nada en medios minimos o quimicamente definidos.

En una realizacion preferida, las células solo son portadoras de las mutaciones minimas para introducir el polinu-
cledtido recombinante que codifica DsbC; la modificacién requerida para reducir la actividad de la proteina Tsp y
opcionalmente el gen spr mutado. Solo se realizan mutaciones minimas en el genoma de la célula para introducir un
polinucleétido recombinante y mutaciones. Las células no son portadoras de ninguna otra mutacion, lo que puede
tener efectos nocivos sobre el crecimiento de la célula y/o la capacidad para expresar una proteina de interés. En
consecuencia, una o varias de las células hospedadoras recombinantes de la presente invenciéon pueden mostrar
una expresion proteica mejorada y/o caracteristicas de crecimiento mejoradas en comparaciéon con células que
comprenden mutaciones por ingenieria genética adicionales en la secuencia gendmica. Las células proporcionadas
por la presente invencién son también mas adecuadas para el uso en la produccién de proteinas terapéuticas, en
comparacion con células que comprenden alteraciones adicionales en el genoma celular.
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Por consiguiente, la presente invencion también proporciona una célula bacteriana gram-negativa que tiene un ge-
noma isogénico a una célula bacteriana de tipo silvestre, excepto por la modificacién recombinante necesaria para
reducir la actividad de la proteina Tsp y opcionalmente el gen spr mutado. La célula es portadora adicionalmente de
un polinucledtido recombinante que codifica DsbC y, opcionalmente, una secuencia de polinucleétido que codifica
una proteina de interés.

En una realizacion preferida, la célula es isogénica a una célula de E. coli de tipo silvestre, tal como la cepa W3110,
a excepcion de la modificacién necesaria para reducir la actividad de la proteina Tsp, en comparacién con una célula
de tipo silvestre y, opcionalmente, el gen spr mutado. La célula es portadora adicionalmente de un polinucleétido
recombinante que codifica DsbC y, opcionalmente, una secuencia de polinucledtido que codifica una proteina de
interés.

La célula de acuerdo con la presente invencion puede comprender ademas una secuencia de polinucleétido que
codifica una proteina de interés. La secuencia de polinucleétido que codifica la proteina de interés puede ser exdge-
na o enddgena. La secuencia de polinucledtido que codifica la proteina de interés puede estar integrada en el cro-
mosoma del hospedador o puede no estar integrada en un vector, normalmente un plasmido. Preferiblemente, el
polinucledtido esta en un vector de expresion en la célula, causando con ello una alteracién minima en el genoma de
la célula hospedadora.

"Proteina de interés" en el contexto de la presente memoria descriptiva se entiende que se refiere a un polipéptido
para la expresion, por lo general un polipéptido recombinante. Sin embargo, la proteina de interés puede ser una
proteina endégena expresada a partir de un gen endégeno en la célula hospedadora.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un "polipéptido recombinante” se refiere a una proteina que se construye
o produce empleando tecnologia de ADN recombinante. La proteina de interés puede ser una secuencia exdégena
idéntica a una proteina endoégena o una versién mutada de la misma, por ejemplo, con una actividad biolégica ate-
nuada, o un fragmento de la misma expresado a partir de un vector exdgeno. Alternativamente, la proteina de inte-
rés puede ser una proteina heteréloga, que normalmente no se expresa en la célula hospedadora.

La proteina de interés puede ser cualquier proteina adecuada que incluye una proteina terapéutica, profilactica o de
diagndstico.

En una realizacion, la proteina de interés es util en el tratamiento de enfermedades o trastornos que incluyen enfer-
medades y trastornos inflamatorios, enfermedades y trastornos inmunes, trastornos fibréticos y canceres.

Las expresiones "enfermedad o trastorno inflamatorio" y "enfermedad o trastorno inmunolégico” incluyen artritis
reumatoide, artritis psoriatica, enfermedad de Still, enfermedad de Muckle Wells, psoriasis, enfermedad de Crohn,
colitis ulcerosa, SLE (lupus eritematoso sistémico), asma, rinitis alérgica, dermatitis atopica, esclerosis multiple,
vasculitis, diabetes mellitus de tipo I, trasplantes y enfermedad de injerto frente al receptor.

La expresion "trastorno fibroético” incluye fibrosis pulmonar idiopatica (IPF), esclerosis sistémica (o esclerodermia),
fibrosis renal, nefropatia diabética, nefropatia por IgA, hipertension, enfermedad renal en fase terminal, fibrosis peri-
toneal (didlisis peritoneal ambulatoria continua), cirrosis hepatica, degeneracion macular asociada con la edad
(ARMD), retinopatia, fibrosis reactiva cardiaca, cicatrizacion, queloides, quemaduras, Ulceras de la piel, angioplastia,
cirugia de derivacion coronaria, artroplastia y cirugia de cataratas.

El término "cancer" incluye un nuevo crecimiento maligno que surge del epitelio, se encuentra en la piel, o de modo
mas habitual, en el revestimiento de los 6rganos corporales, por ejemplo: mama, ovario, prdstata, pulmén, rifién,
pancreas, estomago, vejiga o intestino. Los canceres tienden a infiltrarse en el tejido adyacente y a propagarse (me-
tastatizar) hacia érganos distantes, por ejemplo: a hueso, higado, pulmén o el cerebro.

La proteina puede ser un polipéptido proteoliticamente sensible, es decir, proteinas que son propensas a ser escin-
didas, susceptibles de escision o escindidas por una o varias bacterias gram-negativas, tales como E. coli, protea-
sas, ya sea en el estado natural o durante la secrecion. En una realizacion, la proteina de interés es proteoliticamen-
te sensible a una proteasa seleccionada entre DegP, Proteasa lll y Tsp. En una realizacion, la proteina de interés es
proteoliticamente sensible a la proteasa Tsp. En una realizacion, la proteina de interés es proteoliticamente sensible
a las proteasas DegP y Proteasa Ill. En una realizacion, la proteina de interés es proteoliticamente sensible a las
proteasas DegP y Tsp. En una realizacion, la proteina de interés es proteoliticamente sensible a las proteasas Tsp y
Proteasa lll. En una realizacion, la proteina de interés es proteoliticamente sensible a las proteasas DegP, Proteasa
lll'y Tsp.

Preferiblemente, la proteina es un polipéptido eucariota.

La proteina de interés expresada por las células de acuerdo con la invencion puede ser, por ejemplo, un inmuné-
geno, una proteina de fusién que comprende dos proteinas heterélogas o un anticuerpo. Los anticuerpos para uso
como la proteina de interés incluyen anticuerpos monoclonales, multivalentes, multiespecificos, humanizados, com-
pletamente humanos o quiméricos. El anticuerpo puede ser de cualquier especie, pero se obtiene preferiblemente a
partir de un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo humano o un fragmento humanizado. El anticuerpo se puede
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obtener a partir de cualquier clase (por ejemplo, I1gG, IgE, IgM, IgD o IgA) o subclase de molécula de inmunoglobuli-
na y se puede obtener a partir de cualquier especie, incluyendo, por ejemplo, ratén, rata, tiburén, conejo, cerdo,
hamster, camello, llama, cabra o ser humano. Las porciones del fragmento de anticuerpo se pueden obtener de mas
de una especie, por ejemplo los fragmentos de anticuerpo pueden ser quiméricos. En un ejemplo las regiones cons-
tantes son de una especie y las regiones variables de otra.

El anticuerpo puede ser una molécula de anticuerpo completa con cadenas pesadas y ligeras de longitud completa o
un fragmento del mismo, por ejemplo, VH, VL, VHH, Fab, Fab modificado, Fab', F(ab'),, Fv, fragmento scFv, Fab-Fv,
0 un anticuerpo con especificidad dual, tal como un Fab-dAb, como se describe en el documento
PCT/GB2008/003331.

El anticuerpo puede ser especifico de cualquier antigeno diana. El antigeno puede ser una proteina asociada a una
célula, por ejemplo una proteina de la superficie celular sobre células tales como células bacterianas, células de
levadura, linfocitos T, células endoteliales o células tumorales, o puede ser una proteina soluble. Los antigenos de
interés también pueden ser cualquier proteina importante desde el punto de vista médico, tales como las proteinas
hiperreguladas durante una enfermedad o infeccién, por ejemplo receptores y/o sus correspondientes ligandos.
Ejemplos particulares de proteinas de la superficie celular incluyen moléculas de adhesion, por ejemplo integrinas
tales como integrinas 31, por ejemplo, VLA-4, E-selectina, P-selectina o L-selectina, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7,
CD8, CD11a, CD11b, CD18, CD19, CD20, CD23, CD25, CD33, CD38, CD40, CD40L, CD45, CDW52, CD69, CD134
(OX40), ICOS, BCMP7, CD137, CD27L, CDCP1, CSF1 o CSF1-Receptor, DPCR1, DPCR1, dudulin2, FLJ20584,
FLJ40787, HEK2, KIAA0634, KIAA0659, KIAA1246, KIAA1455, LTBP2, LTK, MAL2, MRP2, nectina de tipo 2,
NKCC1, PTK7, RAIG1, TCAM1, SC6, BCMP101, BCMP84, BCMP11, DTD, antigeno carcinoembrionario (CEA),
globulina de grasa de la leche humana (HMFG1 y 2), antigenos del MHC de clase | y de clase Il, KDR y VEGF, y
cuando sea apropiado, receptores de los mismos.

Los antigenos solubles incluyen interleucinas tales como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, IL-13, IL-14, IL-
16 o IL-17, tales como IL17A y/o IL17F, antigenos virales, por ejemplo antigenos del virus respiratorio sincitial o
citomegalovirus, inmunoglobulinas, tales como IgE, interferones tales como interferén a, interferon 3 o interferon v,
factor de necrosis tumoral TNF (anteriormente conocido como factor de necrosis tumoral-a), factor de necrosis tumo-
ral-B, factores estimulantes de colonias tales como G-CSF o GM-CSF, y factores de crecimiento derivados de pla-
quetas tales como PDGF-a, y PDGF-B y cuando sea apropiado, receptores de los mismos. Otros antigenos incluyen
antigenos de la superficie celular bacteriana, toxinas bacterianas, virus, tales como de la gripe, EBV, HepA, B y C,
agentes de terrorismo bioldgico, radionuclidos y metales pesados, y venenos y toxinas de serpientes y arafas.

En una realizacion, se puede utilizar el anticuerpo para alterar funcionalmente la actividad del antigeno de interés.
Por ejemplo, el anticuerpo puede neutralizar, suscitar antagonismo o suscitar agonismo de la actividad de dicho
antigeno, directa o indirectamente.

La presente invencion también proporciona una célula bacteriana gram-negativa recombinante que comprende un
polinucledtido recombinante que codifica DsbC, un gen Tsp mutado, en donde el gen Tsp mutado codifica una pro-
teina Tsp que tiene actividad proteasa reducida o es un gen Tsp mutado inactivado, y una secuencia de polinucleoti-
do que codifica un anticuerpo o un fragmento que se une a antigeno del mismo, especifico de TNF. En una realiza-
cion preferida, la célula comprende ademas un gen spr mutante que codifica una proteina spr mutante.

En una realizacién preferida, la proteina de interés expresada por las células de acuerdo con la presente invencion
es un anticuerpo anti-TNF, mas preferiblemente un Fab’ anti-TNF, como se describe en el documento
WO01/094585.

En una realizacion, el anticuerpo que tiene especificidad para TNFa humano, comprende una cadena pesada en la
que el dominio variable comprende una CDR que tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 28 para CDRH1, la
secuencia mostrada en SEQ ID NO: 29 o SEQ ID NO: 34 para CDRH2 o la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 30
para CDRH3.

En una realizacion el anticuerpo comprende una cadena ligera en donde el dominio variable comprende una CDR
que tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 31 para CDRL1, la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 32 para
CDRL2 o la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 33 para CDRLS3.

Las CDRs proporcionadas en las SEQ IDS NOs: 28 y 30 a 34 mencionadas anteriormente se obtienen a partir de un
anticuerpo monoclonal de ratén hTNF40. Sin embargo, SEQ ID NO: 29 consiste en una CDR hibrida. La CDR hibri-
da comprende una parte de CDR2 de la cadena pesada de un anticuerpo monoclonal de ratén hTNF40 (SEQ ID NO:
34) y una parte de CDR2 de la cadena pesada procedente de una secuencia humana de la regiéon V de la linea ger-
minal del grupo 3.

En una realizacion, el anticuerpo comprende una cadena pesada en la que el dominio variable comprende una CDR
que tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO:28 para CDRH1, la secuencia mostrada en SEQ ID NO:29 o SEQ ID
NO:34 para CDRH2 o la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 30 para CDRH3 y una cadena ligera en la que el do-
minio variable comprende una CDR que tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 31 para CDRL1, la secuencia
mostrada en SEQ ID NO: 32 para CDRL2 o la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 33 para CDRL3.
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En una realizacion, el anticuerpo comprende SEQ ID NO: 28 para CDRH1, SEQ ID NO: 29 o SEQ ID NO: 34 para
CDRH2, SEQ ID NO:30 para CDRH3, SEQ ID NO:31 para CDRL1, SEQ ID NO:32 para CDRL2 y SEQ ID NO:33
para CDRL3. Preferiblemente, el anticuerpo comprende SEQ ID NO: 29 para CDRH2.

El anticuerpo anti-TNF es preferiblemente una molécula de anticuerpo injertada con CDR. En una realizacion prefe-
rida, el dominio variable comprende regiones marco aceptoras humanas y CDRs donantes no humanas.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo tiene especificidad para TNF humano (anteriormente conocido como
TNFa), en donde la cadena ligera comprende la region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 11 y la cadena
pesada comprende la region variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 12.

El anticuerpo anti-TNF es preferiblemente un fragmento Fab o Fab'.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo que tiene especificidad hacia TNF humano es un Fab' y tiene una se-
cuencia de la cadena ligera que comprende o que consiste en SEQ ID NO: 13 y una secuencia de la cadena pesada
que comprende o consiste en SEQ ID NO: 14.

Después de la expresion, los fragmentos de anticuerpo se pueden procesar adicionalmente, por ejemplo, mediante
conjugacion con otra entidad, tal como una molécula efectora.

La expresion 'molécula efectora’, tal y como se utiliza en la presente memoria incluye, por ejemplo, agentes antineo-
plasicos, farmacos, toxinas (tales como toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano o vegetal y fragmentos
de las mismas, p. €j., ricina y fragmentos de la misma), proteinas biolégicamente activas, por ejemplo, enzimas,
otros anticuerpos o fragmentos de anticuerpo, polimeros sintéticos o de origen natural, acidos nucleicos y fragmen-
tos de los mismos, p. ej., ADN, ARN y fragmentos de los mismos, radionuclidos, particularmente radioyoduro, radio-
isétopos, metales quelados, nanoparticulas y grupos indicadores tales como compuestos fluorescentes o compues-
tos que pueden detectarse por espectroscopia RMN o RES. El efector molecular puede estar fijado al anticuerpo o a
uno de sus fragmentos por cualquier método adecuado, por ejemplo el fragmento de anticuerpo puede modificarse
para fijar al menos una molécula efectora como se describe en los documentos WO05/003171 o WO05/003170. Los
documentos WO05/003171 o WO05/003170 describen ademas moléculas efectoras adecuadas.

En una realizacion, el anticuerpo o un fragmento del mismo, tal como un Fab, esta PEGilado para generar un pro-
ducto con las propiedades requeridas, por ejemplo, similar a los anticuerpos completos, si es necesario. Por ejem-
plo, el anticuerpo puede ser un Fab’ anti-TNF-a PEGilado, como se describe en el documento WO001/094585, prefe-
riblemente que tiene fijado a uno de los residuos de cisteina en el extremo C-terminal de la cadena pesada un grupo
obtenido a partir de lisil-maleimida, en donde cada uno de los dos grupos amino del residuo de lisilo tiene unido
covalentemente al mismo un residuo de metoxipoli(etilenglicol) que tiene un peso molecular de aproximadamente
20.000 Da, de modo que el peso molecular promedio total de los residuos de metoxipoli(etilenglicol) es de aproxima-
damente 40.000 Da, mas preferiblemente el grupo obtenido a partir de lisil-maleimida es [1-[[[2-[[3-(2,5-diox0-1-
pirrolidinil)-1-oxopropillJamino]etilJamino]carbonil]-1,5-pentanodiil]bis(iminocarbonilo).

La célula también puede comprender otras secuencias de polinucleétidos que codifican una o varias proteinas de
interés.

En una realizacién una o varias de las proteinas hospedadoras de E. coli que en el tipo silvestre se sabe que se
copurifican con la proteina recombinante de interés durante la purificacién, se seleccionan para una modificacion
genética, como se describe en Humphreys et al. "Engineering of Escherichia coli to improve the purification of
periplasmic Fab' fragments: changing the pl of the chromosomally encoded PhoS/PstS protein”, Protein Expression
and Purification 37 (2004) 109-118 y el documento WO04/035792). El uso de tales proteinas hospedadoras modifi-
cadas mejora el proceso de purificacién de las proteinas de interés, especialmente anticuerpos, producidos en E.
coli mediante una alteracion de las propiedades fisicas de las proteinas de E. coli seleccionadas, de modo que ya no
se copurifican con el anticuerpo recombinante. Preferiblemente, la proteina de E. coli alterada se selecciona a partir
de una o varias entre la proteina que se une a fosfato (PhoS/PstS), proteina que se une a dipéptido (DppA), proteina
que se une a maltosa (MBP) y tiorredoxina.

En una realizacion, una propiedad fisica de una proteina hospedadora contaminante se altera por la adicién de un
marcador de aminoacidos en el extremo C-terminal o N-terminal. En una realizacién preferida, la propiedad fisica
que se altera es el punto isoeléctrico y el marcador de aminoacido es un marcador de poli(acido aspartico) fijado al
extremo C-terminal. En una realizacion, las proteinas de E. coli alteradas por la adicién de dicho marcador son la
proteina que se une a dipéptido (DppA), proteina que se une a maltosa (MBP), proteina que se une a tiorredoxina 'y
fosfato (PhoS/PstS). En una realizacion especifica, el pl de la proteina que se une a fosfato de E. coli (PhoS/PstS)
se reduce desde 7,2 hasta 5,1 mediante la adicion de un marcador de poli(acido aspartico) (poliD), que contiene 6
residuos de acido aspartico en el extremo C-terminal.

También se prefiere la modificacion de residuos especificos de la proteina contaminante de E. coli para alterar sus
propiedades fisicas, ya sea solos o en combinacion con la adicién de marcadores del extremo N o C-terminal. Tales
cambios pueden incluir inserciones o deleciones para alterar el tamafio de las sustituciones de proteinas o aminoa-
cidos para alterar el pl o la hidrofobicidad. En una realizacién, estos residuos estan situados en la superficie de la
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proteina. En una realizacién preferida, los residuos de la superficie de la proteina PhoS se alteran con el fin de redu-
cir el pl de la proteina. Preferiblemente se evitan los residuos que han estado implicados por ser importantes en el
enlace fosfato (Bass, documento de patente de EE.UU. n°® 5.304.472) para mantener una proteina PhoS funcional.
Preferiblemente se dirigen a los residuos de lisina que se proyectan lejos de la superficie de la proteina o que estan
en grandes grupos de residuos basicos o cerca de ellos. En una realizacion, la proteina PhoS tiene un marcador de
hexa poli(acido aspartico) fijado al extremo C-terminal mientras que se dirigen a los residuos de la superficie en el
extremo opuesto de la molécula para su sustitucion. Residuos de lisina seleccionados preferiblemente se sustituyen
por acido glutamico o acido aspartico para conferir un mayor potencial de cambio de pl que cuando se cambian los
residuos neutros a los acidos. La designacion para un mutante por sustitucion en la presente memoria consiste en
una letra seguida de un numero seguido de una letra. La primera letra designa el aminoacido en la proteina de tipo
silvestre. El nimero hace referencia a la posicién del aminoacido en la que se esta realizando la sustitucion del ami-
noacido, y la segunda letra designa el aminoacido que se utiliza para remplazar al aminoacido de tipo silvestre. En
mutaciones preferidas de PhoS, los residuos de lisina de la presente invencion (K) 275, 107, 109, 110, 262, 265,
266, 309, 313 estan sustituidos por acido glutamico (E) o glutamina (Q), como mutaciones simples o combinadas,
ademas, la lisina (K)318 puede estar sustituida por acido aspartico (D) como una mutacién simple o combinada.
Preferiblemente las mutaciones individuales son K262E, K265E y K266E. Preferiblemente las mutaciones combina-
das son K265/266E y K110/265/266E. Mas preferiblemente, todas las mutaciones se combinan con el marcador de
poli(acido aspartico) (poliD) fijado al extremo C-terminal y opcionalmente también con la sustitucion K318D. En una
realizacion preferida las mutaciones dan lugar a una reduccion del pl de al menos 2 unidades. Preferiblemente, las
mutaciones de la presente invencion reducen el pl de PhoS desde 7,2 a entre aproximadamente 4 y aproximada-
mente 5,5. En una realizacién de la presente invencion, el pl de la proteina PhoS de E. coli se reduce desde 7,2
hasta aproximadamente 4,9, aproximadamente 4,8 y aproximadamente 4,5 utilizando las mutaciones poliD K318D,
poliD K265/266E y poliD K110/265/266E respectivamente.

La célula bacteriana gram-negativa recombinante segun la presente invencion se puede producir por cualquier me-
dio adecuado.

En las realizaciones de la presente invencion en las que el gen Tsp cromosomico esta mutado y opcionalmente uno
o varios de los genes cromosémicos spr, DegP, ptr y OmpT estan mutados, el experto conoce las técnicas adecua-
das que se pueden usar para sustituir una secuencia de gen cromosémico por una secuencia de gen mutado. Se
pueden emplear vectores adecuados, los cuales permiten la integracion en el cromosoma hospedador mediante
recombinacion homologa. En la realizacion en la que la célula comprende dos o tres de los genes mutados anterio-
res, los genes mutados se pueden introducir en la bacteria gram-negativa en el mismo vector o en diferentes vecto-
res.

Se describen métodos de sustitucion de genes adecuados, por ejemplo, en Hamilton et al. (New Method for Generat-
ing Deletions and Gene Replacements in Escherichia coli, Hamilton C. M. et al., Journal of Bacteriology Sept. 1989,
Vol. 171, n° 9 p 4617-4622), Skorupski et al (Positive selection vectors for allelic exchange, Skorupski Ky Taylor R.
K., Gene, 1996, 169, 47-52), Kiel et al. (A general method for the construction of Escherichia coli mutants by homol-
ogous recombination and plasmid segregation, Kiel J.A.K.W. et al., Mol Gen Genet 1987, 207:294-301), Blomfield et
al. (Allelic exchange in Escherichia coli using the Bacillus subtilis sacB gene and a temperature sensitive pSC101
replicon, Blomfield I. C. et al., Molecular Microbiology 1991, 5(6), 1447-1457) y Ried et al. (An nptl-sacB-sacR car-
tridge for constructing directed, unmarked mutations in Gram-negative bacteria by marker exchange-eviction muta-
genesis, Ried J. L. y Collmer A., Gene 57 (1987) 239-246). Un plasmido adecuado que permite la recombina-
cion/sustitucion homologa es el plasmido pKO3 (Link et al., 1997, Journal of Bacteriology, 179, 6228-6237).

El experto conoce las técnicas adecuadas que se pueden emplear para insertar el polinucleétido recombinante que
codifica DsbC. El polinucleétido recombinante que codifica DsbC puede estar integrado en el genoma de la célula
usando un vector adecuado, tal como el plasmido pKO3.

Alternativa o adicionalmente, el polinucleétido recombinante que codifica DsbC puede no estar integrado en un case-
te de expresion recombinante. En una realizaciéon, un casete de expresion se emplea en la presente invencién para
ser portador del polinucleétido que codifica DsbC que normalmente comprende una secuencia que codifica una
proteina que codifica DsbC y una o varias secuencias reguladoras de la expresién. Una o varias de las secuencias
reguladoras de la expresion pueden incluir un promotor. Una o varias de las secuencias reguladoras de la expresion
también pueden incluir una region no traducida 3' tal como una secuencia de terminacion. Los promotores adecua-
dos se describen con mas detalle a continuacion.

En una realizacién, se emplea un casete de expresion en la presente invenciéon que es portador del polinucleétido
que codifica la proteina de interés y/o el polinucleétido recombinante que codifica DsbC que comprende normalmen-
te una o varias secuencias reguladoras de la expresion, una o varias secuencias codificantes que codifican una o
varias proteinas de interés y/o una secuencia codificante que codifica DsbC. Una o varias de las secuencias regula-
doras de la expresion pueden incluir un promotor. Una o varias de las secuencias reguladoras de la expresion tam-
bién pueden incluir una regién no traducida 3' tal como una secuencia de terminacién. Los promotores adecuados se
describen con mas detalle a continuacion.
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En una realizacién, la célula de acuerdo con la presente invenciéon comprende uno o varios vectores, tales como un
plasmido. El vector comprende preferiblemente uno o varios de los casetes de expresion tal y como se han definido
anteriormente. En una realizacion, la secuencia de polinucleétido que codifica una proteina de interés y el polinu-
cledtido que codifica DsbC se insertan en un vector. Alternativamente, la secuencia de polinucleétido que codifica
una proteina de interés y el polinucleétido que codifica DsbC se insertan en vectores distintos.

En la realizacion en la proteina de interés es un anticuerpo que comprende las cadenas tanto pesadas como ligeras,
la linea celular se puede transfectar con dos vectores, un primer vector que codifica un polipéptido de la cadena
ligera y un segundo vector que codifica un polipéptido de la cadena pesada. Alternativamente, se puede utilizar un
Unico vector, incluyendo el vector secuencias que codifican los polipéptidos de la cadena ligera y la cadena pesada.
Alternativamente, la secuencia de polinucleétido que codifica el anticuerpo y el polinucleétido que codifica DsbC, se
insertan en un vector. Preferiblemente, el vector comprende las secuencias que codifican los polipéptidos de la ca-
dena ligera y pesada del anticuerpo.

En la realizacién en la que la célula también expresa una o varias proteinas adicionales del modo siguiente:

. una o varias proteinas capaces de facilitar el plegamiento de proteinas, tales como FkpA, Skp, SurA, PPIA
y PPiD; y/o
. una o varias proteinas capaces de facilitar la secrecidon o translocacién de proteinas, tales como SecY,

SecE, SecG, SecYEG, SecA, SecB, FisY y Lep; y/o

) una o varias proteinas capaces de facilitar la formacién de un enlace disulfuro, tales como DsbA, DsbB,
DsbD, DsbG;

la proteina adicional o varias proteinas adicionales se pueden expresar a partir de uno o varios polinucleétidos inser-
tados en el mismo vector que el polinucledtido que codifica DsbC y/o la secuencia de polinucledtido que codifica una
proteina de interés. Alternativamente, uno o varios de los polinucleétidos se pueden insertar en vectores distintos.

El vector para uso en la presente invencion se puede producir mediante la insercidon de uno o varios casetes de
expresion tal y como se han definido anteriormente, en un vector adecuado. Alternativamente, las secuencias regu-
ladoras de la expresion para dirigir la expresion de la secuencia de polinucleétido, pueden estar contenidas en el
vector y por lo tanto solo la regién codificante del polinucleétido puede ser necesaria para completar el vector.

El polinucledtido que codifica DsbC y/o el polinucleétido que codifica la proteina de interés se insertan adecuada-
mente en un vector replicable, normalmente un vector de replicacion auténoma, para la expresion en la célula bajo el
control de un promotor adecuado para la célula. Muchos vectores son conocidos en la técnica para este fin y la se-
leccion del vector apropiado puede depender del tamafio del acido nucleico y del tipo de célula particular.

Ejemplos de vectores que se pueden emplear para transformar la célula hospedadora con un polinucledtido de
acuerdo con la invencion incluyen:

. un plasmido, tal como pBR322 o pACYC184, y/o
. un vector virico tal como un fago bacteriano
° un elemento genético transponible tal como un transposoén.

Tales vectores comprenden normalmente un origen plasmidico de replicacion del ADN, un marcador seleccionable
de antibioticos, un promotor y un terminador transcripcional separado por un sitio de clonacion multiple (casete de
expresion) y una secuencia de ADN que codifica un sitio de unién al ribosoma.

Los promotores empleados en la presente invencién se pueden enlazar con el polinucleétido relevante directamente
o de forma alternativa, estar situados en una posicion apropiada, por ejemplo, en un vector de modo que cuando se
inserta el polipéptido relevante, el promotor relevante puede actuar sobre el mismo. En una realizacién, el promotor
se localiza antes de la porcién que codifica el polinucleétido sobre el que actua, por ejemplo, un promotor relevante
antes de cada porcion que codifica el polinucleétido. "Antes”, tal y como se usa en el presente documento, se en-
tiende que significa que el promotor se encuentra en el extremo 5’ en relacion con la porcion que codifica el polinu-
cledtido.

Los promotores pueden ser enddgenos o exdgenos a las células hospedadoras. Los promotores adecuados incluyen
Lac, tac, trp, PhoA, Ipp, Arab, Tety T7.

Uno o varios de los promotores empleados pueden ser promotores inducibles.

En la realizacion en la que el polinucleétido que codifica DsbC y el polinucleétido que codifica la proteina de interés
se insertan en un vector, las secuencias de nucleétidos que codifican DsbC y la proteina de interés pueden estar
bajo el control de un Unico promotor o de promotores distintos. En la realizacién en la que las secuencias de nucled-
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tidos que codifican DsbC y la proteina de interés estan bajo el control de promotores distintos, el promotor pueden
ser promotores inducibles independientemente.

Los promotores para uso en sistemas bacterianos también contienen generalmente una secuencia de Shine-
Dalgarno (S.D.) ligada funcionalmente al ADN que codifica el polipéptido de interés. El promotor se puede eliminar
del ADN de origen bacteriano mediante digestion con enzimas de restriccion e insertar en el vector que contiene el
ADN deseado.

En las realizaciones de la presente invencién en las que una secuencia de polinucleétido comprende dos o mas
secuencias que codifican dos o mas proteinas de interés, por ejemplo una cadena ligera de anticuerpo y una cadena
pesada de anticuerpo, la secuencia de polinucleétido puede comprender una o varias secuencias internas de sitios
de entrada al ribosoma (IRES) que permiten la iniciacion de la traduccion en el centro de un ARNm. Una secuencia
IRES puede estar situada entre las secuencias de polinucleétidos codificantes para potenciar una traduccién inde-
pendiente del ARNm para producir las secuencias de polipéptidos codificados.

El vector de expresion también comprende preferiblemente un mensaje dicistronico para producir el anticuerpo o un
fragmento del mismo que se une a antigeno, tal y como se describe en el documento WO 03/048208 o
WO02007/039714. Preferiblemente, el cistrén aguas arriba contiene ADN que codifica la cadena ligera del anticuerpo
y €l cistron aguas abajo contiene ADN que codifica la cadena pesada correspondiente, y la secuencia intergénica
dicistrénica (IGS) comprende preferiblemente una secuencia seleccionada a partir de IGS1 (SEQ ID NO: 36), IGS2
(SEQ ID NO: 37), IGS3 (SEQ ID NO: 38) y IGS4 (SEQ ID NO: 39).

Los terminadores pueden ser endégenos o exdgenos con relacion a las células hospedadoras. Un terminador ade-
cuado es rrB.

Unos reguladores transcripcionales adecuados adicionales incluyen promotores y terminadores y los métodos de
direccionamiento de proteinas se pueden encontrar en "Strategies for Achieving High-Level Expression of Genes in
"Escherichia coli" Sawas C. Makrides, Microbiological Reviews, Sept 1996, p 512-538.

El polinucleétido DsbC insertado en el vector de expresién comprende preferiblemente el acido nucleico que codifica
la secuencia sefal de DsbC y la secuencia que codifica DsbC. El vector contiene preferiblemente una secuencia de
acido nucleico que permite que el vector se replique en una o varias células hospedadoras seleccionadas, preferi-
blemente que se replique independientemente del cromosoma hospedador. Tales secuencias son bien conocidas
para una variedad de bacterias.

En una realizacion, la DsbC y/o la proteina de interés comprende un marcador de histidina en el extremo N-terminal
y/o C-terminal.

La molécula de anticuerpo puede ser secretada desde la célula o estar dirigida al periplasma mediante secuencias
sefial adecuadas. Alternativamente, las moléculas de anticuerpo se pueden acumular en el citoplasma de la célula.
Preferiblemente la molécula de anticuerpo esta dirigida al periplasma.

El polinucleétido que codifica la proteina de interés se puede expresar como una fusién con otro polipéptido, preferi-
blemente una secuencia sefial u otro polipéptido que tiene un sitio de escisién especifico en el extremo N-terminal
del polipéptido maduro. La secuencia sefial heteréloga seleccionada debe ser una que sea reconocida y procesada
por la célula hospedadora. Para las células hospedadoras procariotas que no reconocen y procesan la secuencia
sefial del polipéptido natural o eucariota, la secuencia sefial se sustituye por una secuencia sefial procariota. Las
secuencias sefial adecuadas incluyen OmpA, PhoA, LamB, PelB, DsbA y DsbC.

La construccion de vectores adecuados que contienen uno o varios de los componentes anteriormente enumerados,
emplea técnicas de ligacion convencionales. Los plasmidos aislados o fragmentos de ADN se escinden, se adaptan
y se ligan de nuevo en la forma deseada para generar los plasmidos requeridos.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la presente invencién proporciona un vector multicistrénico
que comprende la secuencia de polinucledtido que codifica DsbC y la secuencia de polinucleétido que codifica una
proteina de interés. El vector multicistronico se puede producir por un método de clonacion ventajoso que permite
una clonacién secuencial repetida de secuencias de polinucleétidos en un vector. El método utiliza extremos cohesi-
vos compatibles de una pareja de sitios de restriccion, tales como los extremos "AT" de los sitios de restriccion Ase /
y Nde I. Una secuencia de polinucleétido que comprende una secuencia codificante y que tiene extremos cohesivos
compatibles, tales como un fragmento Asel-Ndel, se puede clonar en un sitio de restriccion en el vector, tal como
Nde I. La insercion de la secuencia de polinucleétido destruye el sitio de restriccion 5 pero crea un nuevo sitio de
restriccion 3', tal como Nde I, que después se puede utilizar para insertar una secuencia de polinucleétido adicional
que comprende extremos cohesivos compatibles. El proceso se puede repetir después para insertar secuencias
adicionales. Cada secuencia de polinucleétido insertada en el vector comprende una secuencia no codificadora en 3'
del coddn de parada que puede comprender un sitio Ssp | para el escrutinio, una secuencia de unién al ribosoma de
Shine Dalgarno, un espaciador rico en Ay un sitio Ndel que codifica un codén de inicio.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2627 826 T3

Una representacion esquematica de la creacién de un vector que comprende una secuencia de polinucleétido que
codifica una cadena ligera de un anticuerpo (LC), una cadena pesada de un anticuerpo (HC), una secuencia de
polinucleétido DsbC y una secuencia de polinucleétido adicional, se muestra en la Figura 6.

Las cepas mutadas con éxito se pueden identificar usando procedimientos bien conocidos en la técnica, que inclu-
yen la secuenciacion de ADN con PCR de colonias y el cartografiado con enzimas de restriccion y PCR de colonias.

Las realizaciones de la invencion descritas en este documento con referencia al polinucleétido, se aplican igualmen-
te a realizaciones alternativas de la invencion, por ejemplo, vectores, casetes de expresion y/o células hospedadoras
que comprenden los componentes empleados en la misma, por lo que el aspecto relevante se puede aplicar a las
mismas.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencién, se proporciona un método para producir una proteina
recombinante de interés que comprende expresar la proteina recombinante de interés en una célula bacteriana
gram-negativa recombinante como se ha descrito anteriormente en el primer o segundo aspecto de la presente in-
vencion. El método para producir una proteina recombinante de interés comprende:

a. cultivar una célula bacteriana gram-negativa recombinante como se ha definido anteriormente en un medio de
cultivo en condiciones eficaces para expresar la proteina recombinante de interés y el polinucleétido recombinante
que codifica DsbC; y

b. recuperar la proteina recombinante de interés a partir del periplasma de la célula bacteriana gram-negativa re-
combinante y/o el medio de cultivo.

La célula bacteriana gram-negativa y la proteina de interés empleadas preferiblemente en el método de la presente
invencién, se han descrito con detalle anteriormente.

Cuando el polinucleétido que codifica la proteina de interés es exdégeno, el polinucleétido se puede incorporar en la
célula hospedadora usando cualquier medio adecuado conocido en la técnica. Como se ha descrito anteriormente,
normalmente el polinucleétido se incorpora como parte de un vector de expresion que se transforma en la célula. Por
consiguiente, en un aspecto, la célula de acuerdo con la presente invencion comprende un casete de expresion que
comprende el polinucleétido que codifica la proteina de interés y un casete de expresion que comprende el polinu-
cledtido que codifica DsbC.

La secuencia del polinucleétido que codifica la proteina de interés y la secuencia del polinucleétido que codifica
DsbC se pueden transformar en una célula utilizando técnicas convencionales, por ejemplo, empleando cloruro de
rubidio, PEG o electroporacion.

El método de acuerdo con la presente invencion también puede emplear un sistema de seleccion para facilitar la
seleccion de las células estables que han sido transformadas con éxito con el polinucleétido que codifica la proteina
de interés. El sistema de seleccidon emplea normalmente una cotransformacién de una secuencia de polinucleétido
que codifica un marcador de seleccién. En una realizacién, cada polinucleétido transformado en la célula comprende
ademas una secuencia de polinucledtido que codifica uno o varios marcadores de seleccion. Por consiguiente, la
transformacion de los polinucleétidos que codifican DsbC y la proteina de interés y uno o varios de los polinucleéti-
dos que codifican el marcador, se produce conjuntamente y el sistema de selecciéon se puede emplear para selec-
cionar las células que producen las proteinas deseadas.

Las células capaces de expresar uno o varios de los marcadores, son capaces de sobrevivir/crecer/multiplicarse
bajo ciertas condiciones impuestas artificialmente, por ejemplo, la adicién de una toxina o antibiético, debido a las
propiedades con las que estan dotadas gracias al polipéptido/gen o el componente de polipéptido del sistema de
seleccion incorporado en las mismas (por ejemplo, resistencia a antibidticos). Las células que no son capaces de
expresar uno o varios de los marcadores no son capaces de sobrevivir/crecer/multiplicarse en las condiciones im-
puestas de modo artificial. También puede elegirse que las condiciones impuestas de modo artificial sean mas o
menos vigorosas, segun se requiera.

En la presente invencion puede emplearse cualquier sistema de seleccién adecuado. Normalmente, el sistema de
seleccion puede estar basado en la inclusién en el vector de uno o varios genes que proporcionan resistencia a un
antibidtico conocido, por ejemplo, un gen de resistencia a tetraciclina, cloranfenicol, kanamicina o ampicilina. Las
células que crecen en presencia de un antibiotico relevante se pueden seleccionar ya que expresan tanto el gen que
proporciona resistencia al antibiético como la proteina deseada.

En una realizacién, el método segun la presente invencion comprende ademas la etapa de cultivar la célula trans-
formada en un medio para expresar de este modo la proteina de interés.

Un sistema de expresién inducible o un promotor constitutivo se pueden usar en la presente invencién para expresar
la proteina de interés y/o la DsbC. Los sistemas de expresién inducible y los promotores constitutivos adecuados
son bien conocidos en la técnica.
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En una realizacion en la que el polinucleétido que codifica DsbC y el polinucleétido que codifica la proteina de inte-
rés estan bajo el control de los mismos o de distintos promotores inducibles, la expresion de la secuencia de polinu-
cleétido que codifica una proteina de interés y el polinucledtido recombinante que codifica DsbC, se induce mediante
la adicion de un inductor al medio de cultivo.

Cualquier medio adecuado se puede emplear para cultivar la célula transformada. El medio puede estar adaptado a
un sistema de seleccion especifica, por ejemplo, el medio puede comprender un antibiético, para permitir que solo
aquellas células que han sido transformadas con éxito, puedan crecer en el medio.

Las células obtenidas a partir del medio pueden someterse a mas escrutinios y/o purificaciones segun sea necesa-
rio. El método puede comprender ademas una o varias etapas para extraer y purificar la proteina de interés, segun
sea necesario.

El polipéptido se puede recuperar a partir de la cepa, incluyendo desde el citoplasma, el periplasma o el material
sobrenadante.

El o los métodos especificos que se utilizan para purificar una proteina, dependen del tipo de proteina. Los métodos
adecuados incluyen el fraccionamiento sobre columnas de inmunoafinidad o de intercambio idnico; precipitacion con
etanol; HPLC de fase inversa; cromatografia de interaccion hidréfoba; cromatografia sobre silice; cromatografia en
una resina de intercambio i6nico tal como S-Sefarosa y DEAE; cromatoenfoque; precipitacion en sulfato de amonio;
y filtracion en gel.

En una realizacion, el método comprende ademas separar la proteina recombinante de interés de DsbC.

Los anticuerpos se pueden separar adecuadamente a partir del medio de cultivo y/o de un extracto de citoplasma y/o
de un extracto de periplasma mediante procedimientos de purificacidon de anticuerpos convencionales, tales como,
por ejemplo, proteina A-Sefarosa, cromatografia de la proteina G, cromatografia de la proteina L, resinas en modo
mezclado, interaccion tiofilica, marcador His, marcador Flag, cromatografia de hidroxiapatita, electroforesis en gel,
dialisis, cromatografia de afinidad, sulfato de amonio, etanol o fraccionamiento/precipitacion con PEG, membranas
de intercambio idnico, cromatografia de adsorcion en lecho expandido (EBA) o cromatografia en lecho mévil simula-
do.

El método también puede incluir una etapa adicional de medicién de la cantidad de expresion de la proteina de inte-
rés y la seleccion de células que tienen altos niveles de expresion de la proteina de interés.

El método también puede incluir una o varias etapas de procesamiento adicional aguas abajo, tales como la PEGila-
cion de la proteina de interés, tal como un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo.

Una o varias etapas del método descrito en la presente pueden realizarse en combinacién en un recipiente adecua-
do, tal como un biorreactor.

Ejemplos

Lineas celulares

Para todos los experimentos se utilizé la celular W3110 de E. coli como linea celular natural original.
Se crearon lineas celulares portadoras de las mutaciones siguientes:

a. un gen Tsp mutado;

b. un gen Tsp mutado y portador de DsbC recombinante;

c. un gen Tsp mutado y un gen spr mutado;

d. un gen Tsp mutado y un gen spr mutado y portador de DsbC recombinante.

Ejemplo 1 Generacion de la linea celular MXE001 que es portadora del gen Tsp mutado (ATsp)
La cepa MXEO0O1 se genero de la manera siguiente:

El casete Tsp se trasladé como fragmentos de restriccion Sal |, Not | a plasmidos pKO3 similarmente restringidos. El
plasmido pKO3 utiliza el mutante sensible a la temperatura del origen de replicacion (RepA) de pSC101 junto con un
marcador de cloranfenicol para forzar y seleccionar eventos de integracién cromosémica. El gen sacB que codifica la
levansacarasa es letal para el cultivo de E. coli en sacarosa y por consiguiente (junto con el marcador de cloranfeni-
col y el origen de pSC101) se utiliza para forzar y seleccionar eventos de desintegracion y curado de plasmidos.
Esta metodologia se ha descrito anteriormente (Hamilton et al., 1989, Journal of Bacteriology, 171, 4617-4622 y
Blomfield et al., 1991, Molecular Microbiology, 5, 1447-1457). El sistema pKO3 elimina todos los marcadores selecti-
vos del genoma del hospedador excepto el del gen insertado.
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Se construyeron los plasmidos siguientes.

pMXE191 que comprende el gen Tsp mutado inactivado como se muestra en SEQ ID NO: 3 que comprende los
marcadores de restriccion EcoR |y Ase |.

El plasmido se transformé a continuacion en células W3110 electrocompetentes de E. coli competente, preparadas
utilizando el método encontrado en Miller, E.M. y Nickoloff, J.A., "Escherichia coli electrotransformation" en Methods
in Molecular Biology, vol. 47, Nickoloff, J.A. (compilador), Humana Press, Totowa, NJ, 105 (1995).

Dia 1 Se mezclaron 40 pl de células de E. coli con (10 pg) 1 pyl de ADN de pKO3 en una cubeta de electroporacion
de 0,2 cm de BioRad refrigerada antes de la electroporacion a 2.500 V, 25 yF y 200 Q. Se afiadieron inmediatamen-
te 1000 pl de 2xPY, las células se recuperaron mediante agitacion a 250 rpm en una incubadora a 30°C durante 1
hora. Las células se diluyeron 1/10 en serie en 2xPY antes de que se extendieran 100 ul de partes alicuotas sobre
placas con 2xPY agar-agar que contenian cloranfenicol a 20 ug/ml precalentadas a 30°C y 43°C. Las placas se
incubaron durante la noche a 30°C y 43°C.

Dia 2 El nimero de colonias cultivadas a 30°C dio una estimacién de la eficiencia de la electroporacién mientras que
las colonias que sobreviven creciendo a 43°C representan potenciales eventos de integracion. Se seleccionaron
colonias aisladas a partir de la placa a 43°C y se volvieron a poner en suspension en 10 ml de 2xPY. Se sembraron
100 pl de esta suspension sobre placas 2xPY con agar-agar que contenia sacarosa al 5% (p/v), precalentadas a
30°C para generar colonias aisladas. Las placas se incubaron durante la noche a 30°C.

Dia 3 Las colonias aqui representan potenciales eventos simultaneos de desintegracion y curado de plasmidos. Si
los eventos de desintegracion y curado ocurrian al principio del cultivo, entonces la mayor parte de la masa de la
colonia era clonal. Se seleccionaron colonias aisladas y se sembraron en placas por duplicado sobre 2xPY agar-
agar que contenia ya sea 20 pyg/ml de cloranfenicol o sacarosa al 5% (p/v). Las placas se incubaron durante la no-
che a 30°C.

Dia 4 Las colonias que crecen sobre sacarosa y mueren sobre cloranfenicol representan potenciales eventos de
sustitucién cromosémica y curado de plasmidos. Estas se seleccionaron y escrutaron mediante PCR con un oligonu-
cleétido especifico para mutaciones. Las colonias que generaban una banda positiva de PCR con el tamafio correcto
se separaban para producir colonias aisladas sobre 2xPY agar-agar que contenia sacarosa al 5% (p/v) y las placas
se incubaron durante la noche a 30°C.

Dia 5 Colonias individuales de E. coli positivas para PCR, sensibles al cloranfenicol y resistentes a la sacarosa se
utilizaron para preparar reservas en glicerol de células quimicamente competentes y que actuaban como plantillas
de PCR para una reaccién de PCR con oligos flanqueantes en 5' y 3', para generar un producto de PCR para la
secuenciacion directa de ADN usando Taq polimerasa.

La cepa celular MXEOO1 se sometié a ensayo para confirmar la modificacion con éxito del ADN gendmico que era
portador del gen Tsp mutado, mediante amplificacion con PCR de la region del gen Tsp que comprendia un sitio de
restriccion Ase | de origen no natural, como se muestra en las Figuras 1a, 1b y 1c, utilizando cebadores oligonucled-
tidos. Las regiones amplificadas del ADN se analizaron a continuacion por electroforesis en gel antes y después de
la incubacién con la enzima de restriccion Ase | para confirmar la presencia del sitio de restriccion artificial de Ase /
en los genes mutados. Este método se llevé a cabo del modo siguiente:

Los siguientes oligos se utilizaron para amplificar, mediante PCR, ADN gendmico procedente de lisados celulares de
E. coli preparados a partir de MXE001 y W3110:

6284 Tsp 3' 5-GCATCATAATTTTCTTTTTACCTC-3' (SEQ ID NO: 15)

6283 Tsp 5' 5-GGGAAATGAACCTGAGCAAAACGC-3' (SEQ ID NO: 16)

Se prepararon lisados calentando una colonia aislada de células durante 10 minutos a 95°C en 20 ul de 1x tampon
de PCR. Se dejo6 enfriar la mezcla a temperatura ambiente, a continuacion centrifugacion a 13.200 rpm durante 10
minutos. El material sobrenadante se retiré y se marcé como 'lisado celular'.
El ADN se amplificé utilizando un procedimiento de PCR convencional.

5ul Tampodn x10 (Roche)

1ul Mezcla de dNTP (Roche, mezcla 10 mM)
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1,5l oligo 5' (5 pmol)

1,52 pl oligo 3' (5 pmol)

2 ul Lisado celular

0,5 ul Taqg ADN polimerasa (Roche 5U/ul )
38,5 ul H.O

Ciclo de PCR.

94°C 1 minuto

94°C 1 minuto)

55°C 1 minuto) repetido durante 30 ciclos
72°C 1 minuto)

72°C 10 minutos

Una vez completadas las reacciones, se extrajeron 25 pl a un nuevo tubo de microcentrifuga para la digestion con
Ase I. A los 25 pl de reaccion de PCR se afadieron 19 pl de H20, 5 yl de tampdn 3 (NEB), 1 yl de Ase | (NEB), se
mezclaron e incubaron a 37°C durante 2 horas.

A la reaccion PCR restante se afiadieron 5 pl de tampon de carga (x6) y se cargaron 20 ul sobre 200 ml de gel de
agarosa TAE al 0,8% (Invitrogen) mas bromuro de etidio (5 pl de 10 mg/ml de solucién madre) y se ejecutaron a 100
voltios durante 1 hora. Se cargaron 10 pl de marcador de tamafio (Perfect DNA marker 0,1-12 Kb, Novagen) en el
carril final.

Una vez terminadas las digestiones con Ase /, se afiadieron 10 pl de tampdn de carga (x6) y se cargaron 20 pl sobre
un gel de agarosa TAE al 0,8% (Invitrogen) mas bromuro de etidio (5 yl de 10 mg/ml de solucién madre) y se ejecu-
taron a 100 voltios durante 1 hora. Se cargaron 10 yl de marcador de tamafio (Perfect DNA marker 0,1-12 Kb, Nova-
gen) en el carril final. Se visualizaron ambos geles empleando un transiluminador de UV.

El fragmento gendémico amplificado presentaba la banda de tamafio correcto de 2,8 Kb para Tsp. Después de una
digestion con Ase |/, ésta confirmo la presencia de los sitios de Ase [ introducidos en la cepa MXEOQO1 carente de Tsp
pero no en el control W3110.

MXEOQ0O01: EI ADN gendmico se amplificé utilizando el conjunto de cebador Tsp y el ADN resultante se digirié con Ase
| para producir bandas de 2,2 y 0,6 Kbp.

El ADN amplificado por PCR de W3110 no fue digerido por la enzima de restriccion Ase /.

Ejemplo 2 Generacion de lineas celulares que son portadoras del gen spr mutado y lineas celulares que son
portadoras del gen Tsp mutado y el gen spr mutado

Se generaron y seleccionaron mutaciones de spr para utilizar un ensayo de complementacion.

Se mutd el gen spr utilizando el kit de PCR de diversidad de mutagénesis aleatoria de Clontech® que introducia 1 a 2
mutaciones por 1.000 pb. EI ADN de la PCR con spr mutada se cloné en un vector de expresién inducible [pTTO
CDP870] que expresaba Fab' CDP870 junto con el mutante spr. Esta ligacion se electrotransformé a continuacion en
la cepa MXEOQO01 (ATsp) de E. coli preparada utilizando el método encontrado en Miller, E.M. y Nickoloff, J.A., "Es-
cherichia coli electrotransformation” en Methods in Molecular Biology, vol. 47, Nickoloff, J.A. (compilador), Humana
Press, Totowa, N.J., 105 (1995). Se utilizé el protocolo siguiente, se afiadieron 40 ul de MXEQO01 electrocompetente,
2,5 pl de la ligacion (100 pg de ADN) a una cubeta de electroporacion de 0,2 cm, se llevé a cabo la electrotransfor-
macion utilizando BioRad Genepulser Xcell con las siguientes condiciones, 2.500 V, 25 yF y 200 Q. Después de la
electrotransformacion, se afiadié 1 ml de SOC (Invitrogen) (precalentado a 37°C) y las células se dejaron recuperar
a 37°C durante 1 hora con agitacién suave.
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Las células se sembraron en placas en agar-agar hipoténico (5 g/l de extracto de levadura, 2,5 g/l de triptona, 15 g/l
de agar-agar (todo de Difco)) y se incubaron a 40°C. Las células que formaban colonias se volvieron a sembrar en
placas sobre HLB a 43°C para confirmar el restablecimiento de la capacidad de crecimiento en condiciones osmoti-
cas bajas a temperatura elevada para la cepa MXEOQO01. Se preparé ADN de plasmido a partir de los clones seleccio-
nados y se secuencio para identificar mutaciones de spr.

Utilizando este método se aislaron ocho mutaciones individuales, una doble y dos mudltiples en la proteina spr que
complementaban el fenotipo ATsp del modo siguiente:

1. VO8E
. D133A
. V135D
. V135G

2

3

4

5. G147C
6. S95F e Y115F

7.170T

8. N31T, Q73R, R100G, G140C
9. R62C, Q99P, R144C

10. L108S

11. L136P

Las mutaciones individuales 1 a 5 identificadas anteriormente y tres mutaciones de la triada catalitica de spr (C94A,
H145A, H157A) y W174R se usaron para generar nuevas cepas usando la cepa de E. coli de tipo silvestre W3110
(genotipo: F- LAM- IN (rrnD-rrE)1 rph1 (n° de ATCC 27325)) para crear cepas mutadas en spr o la cepa MXEOQ01
del Ejemplo 1 para preparar cepas ATsp/spr mutante combinadas.

Las siguientes cepas de células mutantes de E. coli se generaron utilizando un sistema de vector de reemplazo de
genes utilizando el plasmido pKO3 de recombinacion/reemplazo homadlogo (Link et al., 1997, Journal of Bacteriology,
179, 6228-6237), como se describe en el Ejemplo 1 para la generacion de MXEOQ01.

Tabla 1

Cepa celular mutante de E. coli Genotipo Vectores de spr

MXE001 ATsp -

MXEOQ08 ATsp, spr D133A pMXE339, pK03 spr D133A (-Sall)
MXEOQ09 ATsp, spr H157A pMXE345, pK03 spr H157A (-Sall)
MXEO10 spr G147C pMXE338, pK03 spr G147C (-Sall)
MXEO11 spr C94A pMXE343, pK03 spr C94A (-Sall)
MXEOQ012 spr H145A pMXE344, pK03 spr H145A (-Sall)
MXEO013 spr W174R pMXE346, pK03 spr W174R (-Sall)
MXEO14 ATsp, spr V135D pMXE340, pK03 spr V135D (-Sall)
MXEO15 ATsp, spr VO8E pMXE342, pK03 spr VI8E (-Sall)
MXEOQO16 ATsp, spr C94A pMXE343, pK03 spr C94A (-Sall)
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Cepa celular mutante de E. coli Genotipo Vectores de spr
MXEOQO17 ATsp, spr H145A pMXE344, pK03 spr H145A (-Sall)
MXEO18 ATsp, spr V135G pMXE341, pKO3 spr V135G (-Sall)

Los casetes de integracion de spr mutante se trasladan como fragmentos de restriccion Sal I, Not | a los plasmidos
pKO3 restringidos de manera similar.

El plasmido utiliza el mutante sensible a la temperatura del origen de replicacion de pSC101 (RepA) junto con un
marcador de cloranfenicol para forzar y seleccionar eventos de integracion cromosémica. El gen sacB que codifica
levansacarasa es letal para el cultivo de E. coli sobre sacarosa y, por consiguiente, (junto con el marcador de cloran-
fenicol y el origen de pSC101) se utiliza para forzar y seleccionar eventos de desintegracion y curado de plasmidos.
Esta metodologia se ha descrito anteriormente (Hamilton et al., 1989, Journal of Bacteriology, 171, 4617-4622 y
Blomfield et al., 1991, Molecular Microbiology, 5, 1447-1457). El sistema pKO3 elimina todos los marcadores selecti-
vos del genoma del hospedador, excepto para el gen insertado.

Los vectores de pK03 que se indican a continuacion fueron construidos comprendiendo los genes spr mutados que
incluian una mutacion silenciosa dentro de la secuencia de spr que elimina un sitio de restriccion Sall para la identifi-
cacion del clon.

pMXE336, S95F en spr de pK03 (-Sall)
pMXE337, Y115F en spr de pK03 (-Sall)
pMXE338, G147C en spr de pK03 (-Sall
pMXE339, D133A en spr de pK03 (-Sall

)
)
pMXE340, V135D en spr de pK03 (-Sall)
pMXE341, V135G en spr de pKO03 (-Sall)
pMXE342, VI8E en spr de pKO3 (-Sall)

pMXE343, C94A en spr de pK03 (-Sall)

pMXE344, H145A en spr de pK03 (-Sall)
pMXE345, H157A en spr de pK03 (-Sall)
pMXE346, W174R en spr de pK03 (-Sall)

Estos plasmidos se transformaron a continuacién en células W3110 de E. coli quimicamente competentes, prepara-
das empleando el método encontrado en Miller, E.M. y Nickoloff, J.A., "Escherichia coli electrotransformation” en
Methods in Molecular Biology, vol. 47, Nickoloff, J.A. (compilador), Humana Press, Totowa, NJ, 105 (1995) o en la
cepa MXEOO01 del Ejemplo 1, para preparar cepas ATsp/spr mutante combinadas, como se muestra en la Tabla 1.

Dia 1 Se mezclaron 40 pl de células E. coli electrocompetentes o células MXE001 con (10 pg) 1 pl de ADN de pKO3
en una cubeta de electroporacion de 0,2 cm de BioRad, refrigerada antes de la electroporacion a 2.500 V, 25 pyF y
200 Q. Se anadieron inmediatamente 1000 yl de 2xPY, las células se recuperaron por agitacion a 250 rpm en una
incubadora a 30°C durante 1 hora. Las células se diluyeron 1/10 en serie en 2xPY antes de que se extendieran en
placas partes alicuotas de 100 pl sobre placas con 2xPY agar-agar que contenian cloranfenicol a 20 ug/ml, precalen-
tadas a 30°C y 43°C. Las placas se incubaron durante la noche a 30°C y 43°C.

Dia 2 El numero de colonias cultivadas a 30°C proporcionaba una estimacién de la eficiencia de la electroporacion
mientras que las colonias que sobrevivian el cultivo a 43°C representaban eventos potenciales de integracion. Se
seleccionaron colonias aisladas de la placa a 43°C y se volvieron a poner en suspension en 10 ml de 2xPY. Se
sembraron 100 pl de esta suspension sobre placas de 2xPY agar-agar que contenian sacarosa al 5% (p/v), preca-
lentadas a 30°C para generar colonias aisladas. Las placas se incubaron durante la noche a 30°C.

Dia 3 Las colonias aqui representan eventos potenciales simultaneos de desintegracion y curado de plasmidos. Si
los eventos de desintegracion y curado ocurrian al principio del cultivo, entonces la mayor parte de la masa de la
colonia sera clonal. Se seleccionaron colonias aisladas y se sembraron en placas por duplicado sobre 2xPY agar-
agar que contenia ya sea 20 pyg/ml de cloranfenicol o sacarosa al 5% (p/v). Las placas se incubaron durante la no-
che a 30°C.
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Dia 4 Las colonias que crecen sobre sacarosa y mueren sobre cloranfenicol representan potenciales eventos de
sustitucion cromosémica y curado de plasmidos. Estas se seleccionaron y detectaron de forma sistematica por PCR
mas digestion por restriccion en busca de la pérdida de un sitio Sall. Las colonias que generaban una banda positiva
en la PCR del tamaiio correcto y resistencia a la digestion con Sall, se separaban para producir colonias aisladas en
2xPY agar-agar que contenia 5% (p/v) de sacarosa y las placas se incubaron durante la noche a 30°C.

Dia 5 Colonias individuales de E. coli positivas para PCR, sensibles al cloranfenicol y resistentes a la sacarosa se
utilizaron para preparar reservas en glicerol de células quimicamente competentes y que actuaban como plantillas
de PCR para una reaccion de PCR con oligos flanqueantes en 5'y 3' para generar un producto de PCR para la se-
cuenciacion directa de ADN usando Taq polimerasa para confirmar la mutacién correcta.

Ejemplo 3 - Generacion de plasmido para expresion de Fab' y DsbC

Se construy6 un plasmido que contenia secuencias tanto de la cadena pesada como de la ligera de un Fab' anti-TNF
y la secuencia codificadora de DsbC.

Se cred un mensaje bicistronico del fragmento Fab' anti-TNFa (denominado CDP870) descrito en el documento
WOO01/94585. El cistron aguas arriba codificaba la cadena ligera del anticuerpo (SEQ ID NO: 13) mientras que el
cistron aguas abajo codificaba la cadena pesada del anticuerpo (SEQ ID NO: 14). Una secuencia de ADN que codi-
ficaba el péptido sefial OmpA, se fusiond al extremo 5' del ADN que codificaba cada cadena ligera y cadena pesada
para permitir una secrecion eficaz en el periplasma. La secuencia intergénica (IGS) 2 se utiliz6 como se muestra en
SEQ ID NO: 37.

El plasmido pDPH358 (pTTO 40.4 CDP870 1GS2), un vector de expresion para el Fab' CDP870 (un Fab' anti-TNF) y
DsbC (un polipéptido periplasmico), se construyé empleando metodologias convencionales de clonacion por restric-
cion que pueden encontrarse en Sambrook et al. 1989, Molecular cloning: a laboratory manual. CSHL press, N.Y. El
plasmido pDPH358 contenia los elementos siguientes; una secuencia de promotor fac potente y de operador /ac.
Como se muestra en la Figura 6, el plasmido contenia un Unico sitio de restriccion EcoRI después de la region codi-
ficante de la cadena pesada de los Fab', seguido por una secuencia no codificante y luego un unico sitio de restric-
cion Ndel. El gen DsbC se cloné mediante PCR utilizando ADN cromosémico de W3110 en bruto como plantilla, de
tal manera que el producto de la PCR codificaba un sitio EcoRI en 5' seguido de una unién fuerte al ribosoma, se-
guida del coddn de inicio natural, secuencia sefial y secuencia madura de DsbC, terminando con un marcador His en
el extremo C-terminal y por ultimo una secuencia Ndel no codificadora. El fragmento EcoRI-Ndel de PCR se restrin-
giod y se ligd en el vector de expresion, de tal manera que los tres polipéptidos: cadena ligera de Fab', cadena pesa-
da de Fab'y DsbC se codificaban en un solo ARNm policistrénico.

Los genes de la cadena ligera y la cadena pesada del Fab y el gen DcbC se transcribieron como un solo mensaje
policistréonico. EI ADN que codificaba el péptido sefal de la proteina OmpA de E. coli se fusioné con el extremo 5' de
las secuencias génicas tanto de la cadena ligera como de la pesada, que dirigian la translocacién de los polipéptidos
al periplasma de E. coli. La transcripcién se terminé utilizando un terminador doble de la transcripcion rrmB t1t2. El
gen laclq codificaba la proteina represora Lac | expresada de forma constitutiva. Esta transcripcion reprimida proce-
dente del promotor tac hasta la desrepresion, fue provocada por la presencia de la alolactosa o IPTG. El origen de
replicacion utilizado era p15A, el cual conservaba un nimero bajo de copias. El plasmido contenia un gen de resis-
tencia a la tetraciclina para la seleccion del antibiético.

Ejemplo 4 - Expresion de Fab’ anti-TNF y DsbC en las lineas celulares mutantes
Expresion de Fab' anti-TNF y DsbC

La cepa MXEOQO1 proporcionada en el Ejemplo 1 y las cepas mutantes MXE008 y MXEOQ9 proporcionadas en el
Ejemplo 2, se transformaron con el plasmido generado en el Ejemplo 3.

La transformacion de las cepas se llevd a cabo utilizando el método encontrado en Chung C.T. ef al. Transformation
and storage of bacterial cells in the same solution. PNAS 86:2172-2175 (1989).

Expresion de Fab'anti-TNF

Las cepas MXEO01, MXE008 y MXEOQ9 se transformaron con el plasmido pMXE117 (pTTO CDP870 o 40.4 1GS2),
un vector de expresion para el Fab' CDP870 (un Fab' anti-TNF que tiene una secuencia de la cadena ligera mostra-
da en SEQ ID NO: 13 y una secuencia de la cadena pesada mostrada en SEQ ID NO: 14), como se ha descrito en el
Ejemplo 3, el cual fue construido usando metodologias de clonacién por restriccion convencionales que se pueden
encontrar en Sambrook et al 1989, Molecular cloning: a laboratory manual. CSHL press, N.Y. El plasmido pMXE117
(pTTO CDP870 o 40.4 IGS2) contenia los elementos siguientes; una secuencia de promotor fac potente y de opera-
dor /ac. Los genes de la cadena ligera y pesada de Fab se transcribieron como un solo mensaje bicistronico. EI ADN
que codificaba el péptido sefial de la proteina OmpA de E. coli se fusiond con el extremo 5' de las secuencias géni-
cas tanto de la cadena ligera como de la pesada, que dirigian la translocacién de los polipéptidos al periplasma de E.
coli. La transcripcion se terminé utilizando un terminador doble de transcripcion rrnB t1t2. El gen laclg codificaba la
proteina represora Lac | expresada de forma constitutiva. Esta transcripcion reprimida procedente del promotor tac
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hasta la desrepresion estaba provocada por la presencia de alolactosa o IPTG. El origen de replicacion utilizado era
p15A, el cual conservaba un nimero bajo de copias. El plasmido contenia un gen de resistencia a la tetraciclina para
la seleccion con antibidtico.

La transformacion de las cepas se llevd a cabo utilizando el método encontrado en Chung C.T. ef al. Transformation
and storage of bacterial cells in the same solution. PNAS 86:2172-2175 (1989).

Ejemplo 5 - Crecimiento de cepas de E. coli mutadas y expresion de Fab' anti-TNF en cepas de E. coli muta-
das usando fermentaciones de alta densidad

Las siguientes cepas producidas en el Ejemplo 4 se sometieron a ensayo en experimentos de fermentacion que
comparaban el crecimiento y la expresion de un Fab' anti-TNFa:

MXEOQO1 que expresa Fab' anti-TNF

MXEO008 que expresa Fab' anti-TNF

MXEO009 que expresa Fab' anti-TNF

MXEOQ001 que expresa Fab' anti-TNF y DsbC

MXEOQ008 que expresa Fab' anti-TNF y DsbC

MXEOQ0Q9 que expresa Fab' anti-TNF y DsbC
Medio de crecimiento

El medio de crecimiento de la fermentacion se basaba en el medio SM6E (descrito en Humphreys et al., 2002, Pro-
tein Expression and Purification, 26, 309-320) con 3,86 g/l de NaH.PO4.H,O y 112 g/l de glicerol.

Inéculo Los cultivos de indculo se cultivaron en el mismo medio complementado con 10 pyg/ml de tetraciclina. Los
cultivos se incubaron a 30°C con agitacion durante aproximadamente 22 horas.

Fermentacion. Los fermentadores (2,5 litros de volumen total) se sembraron con un cultivo del in6culo a una DOgoo
de 0,3-0,5. La temperatura se mantuvo a 30°C durante la fase de crecimiento y se redujo a 25°C antes de la induc-
cién. La concentracién de oxigeno disuelto se mantuvo por encima de la saturacion de aire del 30% mediante agita-
cién variable y flujo de aire. El pH del cultivo se controlé en 7,0 mediante una valoracion automatica con 15% (v/v) de
NH4OH y 10% (v/v) de H2SO4 conc. La formacion de espuma se controlé mediante la adicion de 10% (v/v) de solu-
cion Struktol J673 (Schill y Seilacher). Se realizé una serie de adiciones en diferentes etapas de la fermentacion.
Cuando la concentracion de la biomasa alcanzé aproximadamente una DOgoo de 40, se afiadieron sales de magne-
sio y NaH;PO4.H20. Se realizaron mas adiciones de NaH,PO4.H>O antes y durante la fase de induccién para asegu-
rar que el fosfato se mantenia en exceso. Cuando el glicerol presente al principio de la fermentacion se habia agota-
do (aproximadamente una DOegoo de 75) se aplicoé una alimentacion continua de 80% (p/p) de glicerol. En el mismo
punto en la fermentacion, se aplicé una alimentacion de IPTG a 170 yM. El inicio de la alimentacion de IPTG se
tomd como inicio de la induccion. Las fermentaciones tenian normalmente una duracion de 64-120 horas con tasas
de alimentacion de glicerol (que oscilaban entre 0,5 y 2,5 mi/h).

Medicion de la concentracion de biomasa y tasa de crecimiento La concentracion de biomasa fue determinada
midiendo la densidad o6ptica de cultivos a 600 nm.

Extraccion periplasmica Las células se recogieron a partir de muestras de cultivo mediante centrifugacion. La
fraccion de material sobrenadante fue conservada (a -20°C) para un analisis adicional. La fraccion de sedimento
celular se resuspendié hasta el volumen de cultivo original en tampoén de extraccion (Tris-HCI 100 mM, EDTA 10
mM; pH 7,4). Después de la incubacion a 60°C durante aproximadamente 16 horas, el extracto se clarificd por centri-
fugacion y la fraccion de material sobrenadante se conservo (a -20°C) para el analisis.

Cuantificacion de Fab' Las concentraciones de Fab' en extractos periplasmicos y material sobrenadante del cultivo
se determinaron mediante ELISA acoplado a Fab' como se describe en Humphreys et al., 2002, Protein Expression
and Purification, 26, 309-320 y empleando HPLC de Proteina G. Una columna de 1 ml de proteina-G HiTrap HP
(GE-Healthcare o equivalente) se cargd con el analito (pH aproximadamente neutro, 30°C, filtro de 0,2 um) a 2
ml/min, la columna se lavé con fosfato 20 mM, NaCl 50 mM pH 7,4 y a continuacion, el Fab' se eluy6 usando una
inyeccion de glicina/HCI 50 mM pH 2,7. El Fab' eluido se midié mediante A280 en un sistema de HPLC Agilent 1100
0 1200 y se cuantifico por referencia a una curva estandar de una proteina Fab' purificada de concentracion conoci-
da.

La Figura 1 muestra el perfil de crecimiento de cepas MXE001 y MXEOO8 que expresan Fab' anti-TNF y el perfil de
crecimiento de cepas MXEO001 y MXEQO8 que expresan Fab' anti-TNFa y DSBC recombinante. Se puede observar
que las cepas que expresan DsbC muestran un crecimiento mejorado en comparacion con las cepas de células
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correspondientes que no expresan DsbC recombinante. También se puede observar que la presencia de la mutacion
spr en las cepas, mejora el crecimiento celular.

La Figura 2 muestra el rendimiento de Fab a partir del periplasma (simbolos sombreadas) y el material sobrenadante
(simbolos blancos sin sombrear) de cepas MXE001, MXEO08 y MXEQ09 de E. coli que expresan Fab' anti-TNF y
DsbC recombinante. Se puede observar a partir de este grafico que las tres cepas producian un alto rendimiento en
Fab' anti-TNFa, en donde las cepas MXE008 y MXEOQO09 producian mas de 2,2 g/L de Fab' anti-TNFa periplasmico
en 40 horas. También se puede observar que las cepas MXE008 y MXEO009 que son portadoras de un gen spr mu-
tante mostraban una lisis reducida en comparacion con MXEOO1 en la que se puede observar menos Fab' anti-TNFa
en el material sobrenadante (simbolos blancos).

La Figura 3 muestra el rendimiento de Fab a partir del periplasma (simbolos sombreados) y el material sobrenadante
(simbolos blancos sin sombrear) a partir de cepas MXE001 y MXEQO8 de E. coli que expresaban Fab' anti-TNFa y a
partir de cepas MXE001 y MXEOQO8 de E. coli que expresaban Fab' anti-TNFa y DsbC recombinante. Se puede ob-
servar a partir de este grafico que las cepas que expresaban DsbC recombinante producian un alto rendimiento de
Fab' anti-TNFa, en donde la cepa MXEOQ08 producia 2,4 g/L de Fab' anti-TNFa periplasmico en 40 horas. También
se puede observar que las cepas MXEOO8 que son portadoras de un gen spr mutante, mostraban una lisis reducida
en comparacion con las cepas MXEO0O01 en las que se puede observar menos Fab' anti-TNFa en el material sobre-
nadante (simbolos blancos).

Ejemplo 6 - Crecimiento de cepas de E. coli mutadas y expresion de Fab A y Fab B en cepas de E. coli muta-
das usando fermentaciones de alta densidad

El efecto sobre el rendimiento de la produccion de proteinas a partir de una célula de la presente invencion también
se llevé a cabo para dos proteinas Fab adicionales, Fab A que tiene especificidad para el antigeno Ay Fab B que
tiene especificidad para el antigeno B, utilizando el mismo método descrito anteriormente en el Ejemplo 5 y en com-
paracion con las cepas W3110 que expresaban Fab Ay Fab B.

La Figura 4 muestra el rendimiento de Fab total a partir del periplasma procedente de la cepa W3110 de E. coli que
expresa Fab A y Fab B y de la cepa de E. coli MXEOO8 que expresa Fab A y DsbC recombinante o Fab B y DsbC
recombinante. Se puede observar a partir de este grafico que las cepas que expresan DsbC recombinante producian
un rendimiento significativamente mayor de Fab Ay Fab B en MXE008 que en comparacion con W3110.

Ejemplo 7 - Crecimiento de cepas de E. coli que expresan Fab' anti-TNF y DsbC usando fermentaciones a
gran escala

La siguiente cepa, como la producida en el ejemplo 4, se sometié a ensayo en experimentos de fermentacion que
comparaban el crecimiento de la cepa y la expresion de un Fab' anti-TNFa:

MXEOQ0O08 que expresa Fab' anti-TNF y DsbC
Las fermentaciones se llevaron a cabo del modo siguiente:

Las células MXEO08 que expresaban Fab' anti-TNFa y DsbC se cultivaron inicialmente utilizando un medio complejo
de extracto de levadura y peptona en un cultivo en matraz de agitacion. Las células se transfirieron después a un
fermentador en la etapa inicial, usando un medio quimicamente definido. Las células se cultivaron en condiciones de
no limitacién de nutrientes hasta un punto de transferencia definido. Las células se transfirieron entonces a un fer-
mentador de produccién de 5 L o 250 L, usando un medio definido quimicamente similar, con un volumen final de
aproximadamente 3,3 L o 230 L, respectivamente. El cultivo se desarrollé inicialmente en modo por lotes hasta el
agotamiento de la fuente de carbono. Después del agotamiento de la fuente de carbono, se nutrié con una solucion
que limitaba la fuente de carbono con una tasa de aumento exponencial. Después de la adicién de una cantidad
definida de fuente de carbono, la tasa de adiciéon de solucién nutritiva se redujo y se afiadié IPTG para inducir la
expresion del Fab'. A continuacion, la fermentacion continué y el Fab' se acumulé en el periplasma. En un periodo
definido después de la induccion, el cultivo se recogié mediante centrifugacion y el Fab' se extrajo de las células
mediante resuspension de las células recolectadas en un tampén Tris y EDTA y se calenté a 59°C.

Los perfiles de crecimiento de las fermentaciones se determinaron midiendo la densidad 6ptica del cultivo a 600 nm.

Los titulos de Fab' se determinaron mediante HPLC de Proteina G como se ha descrito en el Ejemplo 5 anterior,
excepto que durante la extraccion periplasmica se utilizaron células de nuevo aporte y se afiadié 1 ml de tampoén de
extraccion para el cultivo celular. El Fab' del material sobrenadante y periplasmico se midié como se ha descrito en
el Ejemplo 5. La Figura 8 muestra el titulo de Fab' periplasmico.

La Figura 7 muestra los perfiles de crecimiento comparativos de fermentaciones de 5L y 200 L de la cepa MXE008
de E. coli que expresa Fab' anti-TNF y DsbC recombinante.

La Figura 8 muestra los titulos de Fab' comparativos de fermentaciones de 5 L y 200 L de la cepa MXEQO8 de E. coli
que expresa Fab' anti-TNF y DsbC recombinante.
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Ejemplo 8 - Crecimiento de cepas de E. coli que expresan Fab' anti-TNF y DsbC usando fermentaciones a
gran escala

Las siguientes cepas, como la producida por el Ejemplo 4, se sometieron a ensayo en experimentos de fermentacion
que comparaban el crecimiento de la cepa y la expresion de un Fab' anti-TNFa:

MXEOQ0O08 que expresa Fab' anti-TNF y DsbC
MXEO0Q9 que expresa Fab' anti-TNF y DsbC

Las fermentaciones se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 7 usando un fermentador
de produccién de 20 L.

Los perfiles de crecimiento de las fermentaciones se determinaron midiendo la densidad 6ptica del cultivo a 600 nm.
Los titulos de Fab' se determinaron mediante HPLC de Proteina G como se ha descrito en el Ejemplo 7 anterior.

La Figura 9 muestra los perfiles de crecimiento comparativos de las cepas MXE008 y MXEOQQ9 de E. coli que expre-
san Fab' anti-TNF y DsbC recombinante.

La Figura 10 muestra los titulos de Fab' periplasmicos comparativos de las cepas MXE008 y MXE0Q9 de E. coli que
expresan Fab' anti-TNF y DsbC recombinante.
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ES 2627 826 T3

Val Ser Ser Val Tle Ile Asp Leu Arg Ser Asn Gly Gly Gly Ala Leu
385 390 395 400

Thr Glu Ala Val Ser Leu Ser Gly Leu Phe Ile Pro Ala Gly Pro Ile
405 410 415

Val Gln Val Arg Asp Asn Asn Gly Lys Val Arg Glu Asp Ser Asp Thr
420 425 430

Asp Gly Gln Val Phe Tyr Lys Gly Pro Leu Val Val Leu Val Asp Arg
435 440 445

Phe Ser Ala Ser Rla $er Glu Ile FPhe Ala Ala Ala Met Gln Asp Tyr
450 455 460

Gly Arg Ala Leu Val Val Gly Glu Fro Thr Phe Gly Lys Gly Thr Val
465 470 475 480

Gln Gln Tyr Arg Ser Leu Asn Arg Ile Tyr Asp Gln Met Leu Arg Pro
485 490 495

Glu Trp Pro Ala Leu Gly Ser Val Gln Tyr Thr Ile Gln Lys Phe Tyr
500 505 510

Arg Val Asn Gly Gly Ser Thr Glm Arg Lys Gly Val Thr Pro Asp Ile
515 520 525

Ile Met Pro Thr Gly Asn Glu Glu Thr Glu Thr Gly Glu Lys Fhe Glu
530 535 540

Asp Asn Ala Leu Pro Trp Asp Ser Ile Asp Ala Ala Thr Tyr val Lys
545 550 555 560

Ser Gly Asp Leu Thr Ala Phe Glu Pro Glu Leu Leu Lys Glu His Asn
565 570 575

Ala Arg Ile Ala Lys Asp Pro Glu Phe Gln Asn Ile Met Lys Asp Ile
580 585 590

Ala Arg Phe Asn Ala Met Lys Asp Lys Arg Asn Ile Val Ser Leu Asn
595 600 605

Tyr Ala Val Arg Glu Lys Glu Asn Asn Glu Asp Asp Ala Thr Arg Leu
610 515 620

Ala Arg Leu Asn Glu Arg Phe Lys Arg Glu Gly Lys Pro Glu Leu Lys
625 630 635 640

Lys Leu Asp Asp Leu Pro Lys Asp Tyr Gln Glu Pro Asp Pro Tyr Leu
645 650 655

Asp Glu Thr Val Asn Ile Ala Leu Asp Leu Ala Lys Leu Glu Lys Ala
660 665 670

Arg Pro Ala Glu Gln Pro Ala Pro Val Lys
675 680

<210>3
<211> 2048

38



<212> ADN
<213> E. coli

<400> 3

atgaattcgt
taattgtaga
atgogacggt
acctcgatca
gccacaacgt
gegatgaact
agcgccgttt
ccggcaacga
agttgaacgc
gaaaaacgga
gtctggegcea
aaatcgaccc
tgagtttgtc
tcaattcgat
aaattgtcgg
atgatgtggt
ctgetggtaa
aagaccgcgc
atattccggg
aaaaacagaa
ctgaagccgt
ataacaacgg
cgetggtggt

tgcaggatta

ttttaggett
agatatcacg
aagtgagege
ggcatttteg
gctgctggca
gegttcagge
tgagcgttac
cacttataac
gctgtgggac
taaagaaatt
aaccaacagc
gcataccaac
gctggaaggt
ggtggcaggt
tgttggtcaa
tgeccttaatt
agggaccaag
ggttaaaatg
cttctatgtg
tgtecageage
atcgctctce
caaggttecgt
getggttgac

cggtegtgeg

accgegttag
cgtgctgatc
gtaacgtoge
gccaaaatct
agcgatgttg
aaactcgacg
cagtacgctt
cttgaccgca
agtaaagtca
cgtgaaacco
gaagatgttt
tatctttcce
attggcgcag
ggtceggeag
acaggcaagc
aaagggccga
accogtactg
tecggtgaaga
ggtttgacag
gtcatcateg
ggtctgttta
gaagatagcg
cgettecagtg

ctggttgtgg

ES 2627 826 T3

ctggcctget
aaattccggt
getteaccoog
ttgaccgcta
aacagttecgc
ttttctacga
tgteggtact
gcaaagcgcc
aattcgacga
tgactcgeeg
tctegetgge
cgcgtaatac
tgctgcaaat
cgaagagtaa
cgatggttga
agggcagtaa
taacgttgac
ccgtcggtaa
acgatgtcaa
acctgegtag
ttcctgeggg
ataccgacgg
ctteggette

gtgaaccgac

tgcaatagca
attaaaggaa
ttetecattat
cctgaatctg
gaaaaagaaa
tctctacaat
ggaaaagccg
ctggccgaaa
gttaagcctg
ctacaaattt
aatgacggcg
cgaacagttc
ggatgatgac
agctatcage
cgtgattggce
agttcgtetg
cogbgaacgt
agagaaagtc
agtgcaactg
caatggeggt
tcccattgtt
acaggtttte
agaaatettt

gtttggtaaa

39

ggccagacat
gagacgcagc
cgecagtteg
ctcgattaca
accgagttag
ctggegcaaa
atggatttca
aacgaggctg
aagctgacag
gccattegte
tttgcgegtyg
aacactgaaa
tacaccgtta
gttggtgaca
tggcgtcettyg
gaaattttac
attegteteg
ggcgtgctgyg
cagaaactgg
ggggcgttaa
caggtccgeg
tataaaggce
geocgoggoaa

ggcaccgtte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
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agcaataccg
tgggttetgt
gtaaaggcgt
agaaattega
caggagattt
aagatcctga
agcgcaatat
cgacgcgtct
aactggatga
atatcgcact

tcaagtaa

<210> 4
<211> 2889
<212> ADN
<213> E. coli

<400> 4

atgccecegea
agtcaggcag
aaccgccagt
ccgeaggcag
gaggcgtace
taccogeagy
ageactgege
gaggtagaca
cgtgagegta
atggcacagg
ggtaacctcg
ttccacgaga
ctgecggagt
aaaaaaccgg
tacgtccctg
gcgaagttce
ggtacacttt

gatcectateg

ttecattgaac
gcagtacacyg
aacgccagac
agataacgeg
aacggccettt
gttccagaac
cgtttctetg
ggcgegtttg
tctaccgaaa

cgatctggceg

gcacctggtt
aaacgggatyg
atcaggctat
ttaaategect
aggggctgge
ctgacagtet
cgtatcogeac
goctggoega
atgeggtgaa
tcagocgecaga
aaactttaag
agtactatte
tggraaaaat
aaatcacecgt
cgctgecegeg
gtagtaaaac
ctgactgget

tcaacggcaa

cgtatttacg
atccagaaat
atcatcatgc
etgeegtggy
gaaccggage
atcatgaagg
aattacgctg
aacgaacgct
gattaccagg

aagcttgaaa

caaagcatta
gcagccgatt
acgtectggat
ctoggegetg
acattacctt
ggccgaatat
ggctttotat
tgctattget
cgctgaatta
aaccattaac
cgacaaacct
cgcecaatttg
ggcggeggac
gccggtagte
taaagtgttg
cgatgaattg
gcaaaagcag

cageggegta

ES 2627 826 T3

atcagatgtt
tctatcgegt
cgacgggtaa
atagcattga
tgectgaagga
atatcgcgeg
tgegtgagaa
ttaaacgcga
agccggatco

aagccagacc

ttgttgttag
caggaaacca
aacggtatgg
gtggtgeceg
gaacatatga
ctcaaaatge
ctggaagttg
gaacctttge
accatggege
coggcacace
ggtaatccgg
atgaaggcgg
acctttggte
accgacgcgc
cgcegttgagt
attacctatc
ggattagttg

ttagegatcet

acgtcctgaa
taacggcggc
tgaagaaacg
tgcegegact
acataatgeg
cttcaacgect
agagaataat
aggtaaaccg
ttatctggat

cgcggaacaa

ttgeceectttg
tccgtaaaag
tggtcttget
ttgggtcget
gtctgatggg
acggcggtag
agaacgacgce
togacaagaa
gtacgegtga
ccggttcaaa
tgcagcaggce
ttatttacag
gaegtgecgaa
aaaagggcat
ttegecatega
tgattggecaa
agggcattag

ctgegtettt

40

tggeccagege
agtacgcaac
gaaacgggtg
tatgtgaaat
cgtatcgega
atgaaggaca
gaagatgatg
gagttgaaga
gagacggtga

cccgeteceg

ggcaccctta
tgataaagat
ggtttctgat
ggaagatcce
gtcgaaaaag
tcacaatgcoe
cttgcctggt
atatgccogaa
cgggatgege
gttttctggt
gctgaaagat
taataaaccg
caaagagage
tatcattcat
taacaactca
tcgeoagecca
cgecaactee

aaccgataaa

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2048

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080



ggcctggeta
gaaaaaggca
cgttatcegt
cgegtteoctg
gcagtaaagg
ccgaaagage
atcagegeac
ccagagetta
gaccatcecag
tattttgcca
gacagcgccce
gatcagttaa
ggccttatgg
ctegaggggt
tataaccaga
gogecagatge
tacattacgt
gagtttatgg
caaaaacagt
aaaaaacaat
gtatttgtac
cagatcgtac
gtgtttgcgt
aatgataaac
gcaaaattge
cagatgctge
gatcgeggea
acgccgcaaa
attctgtege
tggaaagtgt
aatgagtga
<210>5
<211> 962

<212> PRT
<213> E. coli

<400> 5

atcgegatca
ttgataaaca
cgatcacceg
ttgagcatac
aacgtetgge
cgcacaacaa
aaactttoge
acccttatat
agctgattgt
gcgagcccaa
gcaatcaggt
gcaaccagge
ttaatgctaa
actttagcta
tgatggatte
tctcgeaagt
tgaaagaggt
ttatcggceaa
tgggcgctga
cogtcatett
cgactggcta
agccgtggtt
ttccaatgag
agccttcatt
gagcgatgaa
aggcaccgea
atatgcgctt
aacttgctga
agatttccgg

gggagaacgt

ggttgtggeg
atacttcgat
tgatatggat
gectggatgea
gatgatgacg
aacggcttac
cgactggcag
tectgatgat
tgatgagteg
agctgatgte
gatgtttgceg
gtcggttggt
tggttacacc
tacegetacg
cgcagaaaag
gecgtactte
gotggectat
catgaccgag
tggttcagag
tgaaaaagee
cgatgaatac
ctacaatcag
cgtggggegt
cttgtgggag
gecagatgag
aacgctcggce
cgattcgegt
tttetteocat
cagccagaac

cagegegttyg
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gcaattttta
gaactggcga
tacgtcgaat
gtcaatattg
cogcagaatg
tttgtcgatg
aaaaaagccg
ttctagetga
aatctgogeg
agcctgattt
ctcaatgatt
ggcataagtt
cagcgtetge
gaagatcage
ggtaaagcgt
tegegagatg
cgegacgect
goccaggcaa
tggtgtcgaa
ggtaacagca
accagctcag
ttgcgtaccg
cagtggggca
cgttacaagg
tttgegeaaa
gaagaagcat
gataaaatcg
caggeggtgg
gggaaagccg

cagcaaacCaa

gctatctecaa
atgtgctgga
ggctggecaga
cegatcggta
cgegtatetg
cgecegtatca
cogacattge
ttaagtcaga
tggtgtatge
tgcgtaatce
atctcgcagg
ttteocaccaa
cgcagctgtt
ttgagcagge
ttgagcagge
aacggcgtaa
taaaatcagg
caacgctgge
acaaagatgt
cegacteoege
cctatagctc
aagaacaatt
tgggettect
cgtttttcece
tccageagge
cgaagttaaqg
tggceccagat
tcgagcegea
aatatgtaca

tgccectgat

41

tectgttacgt
tatcgactte
taccatgatt
cgatgctaaa
gtatatecage
ggtcgataaa
getotetttg
gaagaaatac
gocaageogt
gaaagccatg
gctggegcett
cgctaacaac
ccaggcattg
gaagtcctgg
gattatgeee
aattttgece
ggctegacea
acgcgatgtyg
agtggtcgat
actggcageg
tctgttgggg
gggctatgce
tttgcaaage
aaccgcagag
ggtaattacce
taaagatttc
aaaactgctg
aggcatggcet
ccctgaagge

gagtgaaaaqg

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2889



Met

Trp

Thr

Leu

Lys

65

Glu

Gly

Met

Phe

Leu

145

Arg

Asp

His

Lys

Tyr
225

Pro

Ala

Ile

Asp

50

Ser

Ala

Ser

His

Tyr

130

Ala

Glu

Gly

Pro

Pro

210

Tyr

Arg

Pro

Arg

35

Asn

Leu

Tyr

1lys

Gly

115

Leu

Asp

Met

Gly

195

Gly

Ser

Ser

Leu

20

Lys

Gly

Ser

Gln

Lys

100

Gly

Glu

Ala

Asn

Arg

180

Ser

Asn

Ala

Thr

Ser

Ser

Met

Ala

Gly

85

Tyr

Ser

Val

Ile

Ala

165

Met

Lys

Pro

Asn

Trp

Gln

Asp

val

Leu

70

Leu

Pro

His

Glu

Ala

150

val

Ala

Phe

val

Leu
230

Phe

Ala

Lys

val

55

val

Ala

Gln

Asn

Asn

135

Glu

Asn

Gln

Ser

Gln

215

Met

Lys

Glu

Asp

40

Leu

val

His

Ala

Ala

120

Asp

Pro

Ala

Val

Gly

200

Gln

Lys

ES 2627 826 T3

Ala

Thr

25

Asn

Leu

Pro

Tyr

Asp

105

Ser

Ala

Leu

Glu

Ser

185

Gly

Ala

Ala

Leu

10

Gly

Arg

val

val

Leu

30

Ser

Thr

Leu

Leu

Leu

170

Ala

Asn

Leu

val

Leu

Trp

Gln

Ser

Gly

75

Glu

Leu

Ala

Pro

Asp

155

Thr

Glu

Leu

Lys

Ile
235

Leu

Gln

Tyr

Asp

60

Ser

His

ala

Pro

Gly

140

Lys

Met

Thr

Glu

Asp

220

Tyr

42

Leu

Pro

Gln

45

Pro

Leu

Met

Glu

Tyr

125

Ala

Lys

Ala

Ile

Thr

205

Phe

Ser

val

Ile

30

Ala

Gln

Glu

Ser

Tyr

110

Arg

val

Tyr

Arg

Asn

190

Leu

His

Asn

Ala

15

Gln

Ile

Ala

Asp

Leu

35

Leu

Thr

Asp

Ala

Thr

175

Pro

Ser

Glu

Lys

Leu

Glu

Arg

val

Pro

80

Met

Lys

Ala

Arg

Glu

160

Arg

Ala

Asp

Lys

Pro
240



Leu

Asn

Ala

val

Ser

305

Gly

Ser

Ile

val

Asp

385

Arg

Asp

Ile

Met

His

465

Ile

Ala

Pro

Lys

Gln

Leu

290

Lys

Thr

Ala

Ser

Ala

370

Lys

Tyr

Thr

Ala

Thr

450

Asn

Ser

Leu

Glu

Glu

Lys

275

Arg

Thr

Leu

Asn

Ala

355

Ala

Gln

Pro

Met

Asp

435

Pro

Lys

Ala

Ser

Leu

Ser

260

Gly

val

Asp

Ser

Ser

340

Ser

Ile

Tyr

Ser

Ile

420

Arg

Gln

Thr

Gln

Leu

Ala

245

Lys

Ile

Glu

Glu

Asp

325

Asp

Leu

Phe

Phe

Ile

405

Arg

Tyr

Asn

Ala

Thr

485

Pro

Lys

Lys

ILle

Phe

Leu

310

Trp

Pro

Thr

Ser

Asp

390

Thr

val

Asp

Ala

Tyr

470

Phe

Glu

Met

Pro

Ile

Arg

2385

Ile

Leu

Tle

Asp

Tyr

375

Glu

Arg

Pro

Ala

Arg

455

Phe

Ala

Leu

Ala

Glu

His

280

Ile

Thr

Gln

val

Lys

360

Leu

Leu

Asp

val

Lys

440

Ile

val

Asp

Asn

Ala

Ile

265

Tyxr

Asp

Tyr

Lys

Asn

345

Gly

Asn

Ala

Met

Glu

425

Ala

Trp

Asp

Trp

Pro

ES 2627 826 T3

Asp

250

Thr

val

Asn

Leu

Gln

330

Gly

Leu

Leu

Asn

Asp

410

His

val

Tyr

Ala

Gln

430

Tyr

Thr

Val

Pro

Asn

Ile

315

Gly

Asn

Ala

Leu

Val

335

Tyr

Thr

Lys

Ile

Pro

475

Lys

Ile

Phe

Pro

aAla

Ser

300

Gly

Leau

Ser

Asn

Arg

380

Leu

val

Leu

Glu

Ser

460

Tyxr

Lys

Pro

Gly

Val

Leu

285

Ala

AsSn

Val

Gly

Arg

365

Glu

Asp

Glu

Asp

Arg

445

Pro

Gln

Ala

Asp

43

Arg

Val

270

Pro

Lys

Arg

Glu

val

350

Asp

Lys

Ile

TIcp

Ala

430

Leu

Lys

Val

Ala

Asp

Val

255

Thr

Arg

Phe

Ser

Gly

335

Leu

Gln

Gly

Asp

Leu

415

val

Ala

Glu

Asp

Asp

495

Phe

Pro

Asp

Lys

Arg

Pro

320

Ile

Ala

val

Ile

Phe

400

Ala

Asn

Met

Pro

Lys

480

Ile

Ser



Leu

Glu

Glu

545

Asp

Gly

Ser

Tyr

Phe

625

Tyr

Ala

Asp

Ala

Ile

705

Gln

val

Ser

Ile

Ser

530

Pro

Ser

Leu

Phe

Thr

610

Ser

Asn

Ile

Glu

Tyr

690

Gly

Lys

Val

Thr

Lys

515

Asn

Lys

Ala

Ala

Ser

595

Gln

Tyr

Gln

Met

Arg

675

Arg

Asn

Gln

val

Asp
755

500

Ser

Leu

Ala

Arg

Leu

580

Thr

Arg

Thr

Met

Fro

660

Arg

Asp

Met

Leu

Asp

740

Ser

Glu

Arg

Asp

Asn

565

Asp

Asn

Len

Ala

Met

645

Ala

Lys

Ala

Thr

Gly

725

Lys

Ala

Lys

Vval

Val

550

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

630

Asp

Gln

Ile

Leu

Glu

710

Ala

Lys

Leu

Lys

val

535

Ser

Val

Leu

Asn

Gln

615

Glu

Ser

Met

Leu

Lys

695

Ala

Asp

Gln

Ala

Tyxr

520

Tyr

Leu

Met

Ser

Asn

600

Leu

Asp

Ala

Leu

Pro

680

Ser

Gln

Gly

Ser

Ala
760

505

Asp

Ala

Ile

Phe

Asn

585

Gly

Phe

Gln

Glu

Ser

665

Ser

Gly

Ala

Ser

Val

745

val

ES 2627 826 T3

His

Pro

Leu

Ala

570

Gln

Leu

Gln

Leu

Lys

650

Gln

Ile

Ala

Thr

Glu

730

Ile

Phe

Pro

Ser

Arg

555

Leu

Ala

Met

Ala

Glu

635

Gly

Val

Thr

Arg

Thr

715

Trp

Phe

val

Glu

Arg

540

Asn

Asn

Ser

Val

Leu

820

Gln

Lys

Pro

Leu

Pro

700

Leu

Cys

Glu

Pro

Leu

525

Tyr

Pro

Asp

val

Asn

605

Leu

Ala

Ala

Tyr

Lys

685

Glu

Ala

Arg

Lys

Thr
765

44

510

Ile

Fhe

Lys

Tyr

Gly

590

Ala

Glu

Lys

Phe

Phe

670

Glu

Phe

Arg

Asn

Ala

750

Gly

val

Ala

Ala

Leu

575

Gly

Asn

Gly

Ser

Glu

€55

Ser

val

Met

Asp

Lys

735

Gly

Tyr

Asp

Ser

Met

560

Ala

Ile

Gly

Tyr

Trp

640

Gln

Arg

Leun

val

val

720

Asp

Asn

Asp
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Glu Tyr Thr
770

Prc Trp Phe
785

val Phe Ala

Leu Leu Gln

Lys Ala Phe
835

Asp Glu Phe
850

Ala Pro Gln
865

Asp Arg Gly

Ile Lys Leu

vVal val Glu
915

Gln Asn Gly
930

Glu Asn val
945

Asn Glu
<210> 6
<211> 2915

<212> ADN
<213> E. coli

<400> 6

attcccecgeca gcacctggtt caaagcatta ttgttgttag ttgecccoctttg ggcacattaa
tgtcaggcag aaacgggatg gcagecgatt caggaaacca tccgtaaaag tgataaagat

aaccgccagt atcaggctat acgtctggat aacggtatgg tggtcttget ggtttctgat

Ser

Tyr

Phe

Ser

820

Phe

Ala

Thr

Asn

Leu

900

Pro

Lys

Ser

Ser

Asn

Pro

805

Asn

Pro

Gln

Len

Met

885

Thr

Gln

Ala

Ala

Ala

Gln

790

Met

Asp

Thr

Ile

Gly

870

Arg

Pro

Gly

Glu

Leu
950

Tyr

775

Leu

Ser

Lys

Ala

Gln

855

Glu

Phe

Gln

Met

Tyr

935

Gln

Ser

Arg

val

Gln

Glu

840

Gln

Glu

Asp

Lys

Ala

920

val

Gln

ES 2627 826 T3

Ser

Thr

Gly

Pro

825

aAla

aAla

Ala

Ser

Leu

305

Ile

His

Thr

Leu

Glu

Arg

810

Ser

Lys

val

Ser

Arg

890

Ala

Leu

Pro

Met

Leu

Glu

795

Gln

Phe

Leu

Ile

Lys

875

Asp

Asp

Ser

Glu

Pro
955

Gly

780

Gln

Trp

Leu

Arg

Thr

860

Leu

Lys

Phe

Gln

Gly

9240

Leu

45

Gln

Leu

Gly

Trp

Ala

845

Gln

Ser

Ile

Phe

Ile

925

Trp

Met

Ile

Gly

Met

Glu

830

Met

Met

Lys

val

His

910

Ser

Lys

Ser

Val

Tyr

Gly

815

Arg

Lys

Leu

AsSp

Ala

895

Gln

Gly

val

Glu

Gln

Ala

800

Phe

Tyr

Pro

Gln

Phe

880

Gln

Ala

Ser

Trp

Lys
960

60

120

180



ccgcaggeag
gaggcgtacc
tacccgeagg
agcactgege
gcoggtagacce
cgtgagcgta
atggcacagg
ggtaaccteyg
ttccacgaga
ctgccggagt
aaaaaaccgg
tacgtceetg
gcgaagttcc
ggtacacttt
gatcctatcg
ggcctggeta
gaaaaaggca
cgttatcoegt
cgecgttoctg
gcagtaaagg
ccgaaagage
atcagcgeac
ccagagctta
gaccatccag
tattttgcea
gacagcgeccc
gatcagttaa
ggccttatgg
ctegaggggt
tataaccaga
gocgcagatge

tccattacgt

ttaaateget
aggggetgge
ctgacagtct
cgtategeac
gcectggeocga
atgcggtgaa
tcagcgcaga
aaactttaag
agtactattc
tggcaaaaat
aaatcaccgt
cgctgecgeg
gtagtaaaac
ctgactgget
tcaacggcaa
atcgcgatca
ttgataaaca
cgatcacceg
ttgagcatac
aacgtctgge
cgcacaacaa
aaactttcge
acccttatat
agctgattgt
gcgagcccaa
gcaatcaggt
gcaaccaggce
ttaatgctaa
actttagcta
tgatggatte
tetogocaagt

tgaaagaggt

cteggegetg
acattacctt
ggccgaatat
ggctttcotat
tgctattget
cgctgaatta
aaccattaac
cgadaaacet
cgccaatttg
ggcggcggac
gccggtagtce
taaagtgttg
cgatgaattg
gcaaaageag
cagcggcgta
ggttgtggeg
atacttcgat
tgatatggat
getggatgea
gatgatgacg
aacggcttac
cgactggcag
tecctgatgat
tgatgagtcg
agctgatgtc
gatgtttgcg
gteggttggt
tggttacacc
taccgctacg
cgcagaaaaqg
geegtactte

getggectat

ES 2627 826 T3

gtggtgeoceg
gaacatatga
ctcaaaatge
ctggaagttg
gaacctttge
accatggcge
ccggcacacc
ggtaatocgyg
atgaaggcgg
acctttggte
accgacgcge
cgcgttgagt
attacctatc
ggattagttg
ttagcgatct
gcaattttta
gaactggcga
tacgtegaat
gtcaatattg
ccegeagaatg
tttgtegatg
aaaaaagccy
ttctcocgectga
aatctgegeg
agcctgattt
ctcaatgatt
ggecataagtt
cagcgtctge
gaagatcagce
ggtaaagegt
tcogegagatg

cgegacgect

ttgggteget
gtctgatggg
acggcggtag
agaacgacgc
tcgacaagaa
gtacgcgtga
ccggttcaaa
tgeageagge
ttatttacag
gcgtgecgaa
aaaagggcat
ttcgecatcga
tgattggcaa
agggcattag
ctgcgtcttt
gctatctcaa
atgtgctgga
ggctggcaga
ccgatecggta
cgcegtatcotg
cgcegtatea
ccgacattge
ttaagtcaga
tggtgtatge
tgcgtaatco
atctcgcagg
tttecaccaa
cgcagctgtt
ttgagcaggce
ttgageagge
aacggegtaa

taaaatcagg

46

ggaagatcce
gtcgaaaaag
tcacaatgcc
cttgectggt
atatgccgaa
cgggatgcge
gttttectggt
getgaaagat
taatazaceg
caaagagagc
tatcattcat
taacaactca
tecgecagecca
cgocaactee
aaccgataaa
tctgttacgt
tatcgacttc
taccatgatt
cgatgctaaa
gtatatcage
ggtegataaa
gctctetttyg
gaagaaatac
gccaagccgt
gaaagccatg
gctggcgett
cgectaacaac
ccaggcattg
gaagtcctgg
gattatgece
aattttgeee

ggctcgacca

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
%60
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1$80
2040

2100
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gagtttatgg
caaaaacagt
aaaaaacaat
gtatttgtac
cagatcgtac
gtgtttgegt
aatgataaac
gcaaaattge
cagatgetge
gategeggea
acgccgcaaa
attetgtege
tggaaagtgt
aatgagtgat
<210>7
<211> 1425

<212> ADN
<213> E. coli

<400>7

atgaaaaaaa
ccgetetetg
cttgcaccga
acaaccgtta
ccgttctgee
ggtaatggtg
gccgataaag
gttcaactga
gatatcgcge
tctgatgcac
gagacggtaa
tacgaaaact
gttaacctga
aacatcggta

gtggaatacg

ttatcggecaa
tgggegetga
ccgteatett
cgactggeta
agecgtggtt
ttccaatgag
agcctteatt
gagcgatgaa
aggcacegea
atatgeogett
aacttgetga
agattteegg
gggagaacgt

gtcogeegaga

ccacattagc
caacggecggc
tgetogaaaa
atacgccgeyg
aggaaggttc
goggocagea
gctatgtcgt
gcgatggeeg
tgatccaaat
tgcgegtggg
cttecgggat
tcatccagac
acggcgaact
teggttttge

gccaggtgaa

catgaccgag
tggttcagag
tgaaaaagcce
cgatgaatac
ctacaatcag
cgtggggegt
cttgtgggag
gccagatgag
aacgctagge
cgattegegt
tttettecat
cagcecagaac
cagegegttg

cactagatec

actgagtgca
tgagacttct
ggtgatgcect
tatgoogegt
tccgttccag
acagaaattc
caccaacaac
taagttcgac
ccagaacccg
tgattacacc
tgtetetgeg
cgatgcageg
gatcggtatc
tatcoeogagt

acgcggtgag

ES 2627 826 T3

gcccaggeaa
tggtgtegaa
ggtaacagca
accagctcag
ttgogtacecg
cagtggggea
cgttacaagg
tttgcgcaaa
gaagaagcat
gataaaateg
caggeggtgg
gggaaagceeg
cagcaaacaa

tttge

ctggctetga
tcagcaacga
tcagtggteca
aatttccage
agctctccgt
atggegetgg
cacgttgttg
gcgaagatgg
aaaaacctga
gtagcgattg
ctggggcegta
atcaaccgtg
aacaccgcga
aacatggtga

ctgggtatta

caacgctgge
acaaagatgt
ccgacteage
cctatagete
aagaacaatt
tgggctteoct
cgtttttoee
tccagcaggce
cgaagttaag
tggceecagat
tcgagecegea
aatatgtaca

tgccocetgat

gtttaggttt
cagcccagea
gcattaacgt
agttcttegg
tctgccaggg
gttccggegt
ataacgcgac
ttggcaaaga
ccgcaattaa
gtaacecegtt
gcggectgaa
gtaactecegg
tecctegeace
aaaacctgac

tggggactga

47

acgcgatgtg
agtggtcgat
actggcageg
tetgttgggyg
gggetatgece
tttgcaaage
aaccgcagag
ggtaattacc
taaagatttce
aaaactgcetg
aggcatggcet
ccoctgaagge

gagtgaaaag

ggcgttatct
gatgccaagc
agaaggtagc
tgatgattct
tggccagggce
catcattgat
ggtcattaaa
tcegegetct
gatggcggat
tggtectggge
tgeccgaaaac
tggtgegetyg
ggacggcgge
ctcgcagatg

getgaactee

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2915

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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gaactggcga aagcgatgaa agttgacgcco

cotaattoct cegetgeaaa agoegggeatt

ggtaagccga tcagcagcett tgccgcactg

agcaaactga cecctgggett actgegegac

cageagagca gecagaatca ggttgattee

gagatgagca acaaaggcaa agatcagggce

ccggcectgecge agatcggect gaagaaaggt

gtgaaaaaca tcgctgaact gcgtaaagtt

aacattcage gcecggogacag caccatctac

<210> 8

<211> 474

<212> PRT

<213> E. coli

<400> 8

Met Lys Lys Thr Thr Leu Ala Leu

1 5

Leu Ala Leu Ser Pro Leu Ser Ala

20

Thr Thr Ala Gln Gln Met Pro Ser
35 40

Met Pro Ser Val Val Ser Ile Asn

50 55

Thr Prc¢ Arg Met Pro Arg Asn Phe

65 70

Pro Phe Cys Gln Glu Gly Ser Pro

85
Gly Gly Gln Gly Gly Asn Gly Gly
100

Leu Gly Ser Gly Val Ile Ile Asp
115 120

Asn Asn His Val vVal Asp Asn Ala

130 135
Asp Gly Arg Lys Phe Asp Ala Lys
145 150

ES 2627 826 T3

cagegoggtyg
aaagcgggtyg
cgtgctcagg
ggtaagcagg
agctecatet
gtggtagtga
gatgtgatta
ctcgacagca

ctgttaatge

Ala
10

Ser Leu

Thr
25

Ala Ala

Leu Ala Pro

vVal Glu Gly

Gln Gln Phe

75

Phe Gln

20

Ser

Gly Gln Gln

105

Ala Asp Lys

Thr Val Ile

Met Val Gly

155

ctttegtaag
atgtgatecac
tgggtactat
ttaacgtgaa
tcaacggeat
acaacgtgaa
ttggcgecgaa
aaccgtcetgt

agtaa

Ala Leu

Glu Thr

30

Met Leu

45

Ser Thr

Phe Gly

Ser Pro

Gln Lys

Gly Tyr

125

Lys Val

140

Lys Asp

48

Ser

Ser

Glu

Thr

Asp

Phe

Phe

110

val

Gln

Pro

ccaggttetg
ctcactgaac
gcecggtagge
cctggaactg
tgaaggeget
aacgggcact
ccagcaggca

gctggecactce

Leu Gly

Ser Ala

Lys Val

Val Asn

Asp Ser

Cys Gln

95

Met Ala

Val Thr
Ser

Leu

Ser
160

Arg

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1425



Asp

Lys

Ile

Ser

Ile

225

val

Pro

Val

Gly

Ala

305

Pro

Thr

Gln

Arg

Gln

385

Glu

Ile

Met

Gly

Ala

210

Gln

Asn

Asp

Lys

Glu

290

Met

Asn

Ser

vVal

Asp

370

Asn

Met

Ala

Ala

Asn

195

Leu

Thr

Leu

Gly

Asn

275

Leu

Lys

Ser

Leu

Gly

355

Gly

Gln

Ser

Leu

Asp

180

Pro

Gly

Asp

Asn

Gly

260

Leu

Gly

val

Ser

Asn

340

Thr

Lys

val

Asn

Ile

165

Ser

Phe

Arg

Ala

Gly

245

Asn

Thr

Ile

Asp

Ala

325

Gly

Met

Gln

Asp

Lys
405

Gln

Asp

Gly

Ser

Ala

230

Glu

Ile

Ser

Met

Ala

310

Ala

Lys

Ero

Val

Ser

3590

Gly

Ile

Ala

Leu

Gly

215

Ile

Len

Gly

Gln

Gly

255

Gln

Lys

Fro

Val

Asn

375

Ser

Lys

Gln

Leu

Gly

200

Leu

ASn

Ile

Ile

Met

280

Thr

Arg

Ala

Ile

Gly

360

val

Ser

Asp

Asn

Arg

185

Glu

Asn

Arg

Gly

Gly

265

val

Glu

Gly

Gly

Ser

345

Sar

Asn

Ile

Gln

ES 2627 826 T3

Pro

170

val

Thr

Ala

Gly

Ile

250

Phe

Glu

Leu

Ala

Ile

330

Ser

Lvs

Leu

Phe

Gly
410

Lys

Gly

val

Glu

Asn

235

Asn

Ala

Tyr

Asn

Phe

315

Lys

Phe

Leu

Glu

Asn

395

val

Asn

Asp

Thr

Asn

220

Ser

Thr

Ile

Gly

Ser

300

val

Ala

Ala

Thr

Leu

380

Gly

Val

49

Leu

Tyr

Ser

205

Tyr

Gly

Ala

Pro

Gln

285

Glu

Ser

Gly

Ala

Leu

365

Gln

Ile

val

Thr

Thr

190

Gly

Glu

Gly

Ile

Ser

270

val

Leu

Gln

Asp

Leu

350

Gly

Gln

Glu

Asn

Ala

175

Val

ILle

Asn

Ala

Leu

255

Asn

Lys

Ala

val

val

335

Arg

Leu

Ser

Gly

Asn
415

Ile

Ala

Val

Phe

Leu

240

Ala

Met

Arg

Lys

Leu

320

Ile

Ala

Len

Ser

Ala

400

val
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Lys Thr

Ile Ile

Lys Val
450

Gly Asp
465
<210>9
<211> 1425

<212> ADN
<213> E. coli

<400> 9

atgaaaaaaa
ccgetetectg
cttgcaccga
acaaccgtta
cagttetgee
ggtaatggtg
gccgataaag
gttcaactga
gatatcgege
tctgatgeac
gagacggtaa
tacgaaaact
gttaacctga
aacatcggta
gtggaatacg
gaactggcga
cctaattcct
ggtaagccga
agcaaactga
cagcagagca
gagatgagca
ccggetgege
gtgaaaaaca

aacattcage

<210>10

420

ES 2627 826 T3

425

440

455

470

ccacattagc
caacggcggc
tgctcgaaaa
atacgceogeyg
aggaaggtte
gcggccagea
gctatgtegt
gcgatggeeg
tgatccaaat
tgcgegtggy
cttocgggat
tcatccagac
acggcgaact
tcggttttge
gccaggtgaa
aagcgatgaa
ccgetgeaaa
tcagcagcett
cactgggett
gccagaatca
acaaaggcaa
agatcggect

tecgetgaact

gcggcgacag

actgagtgca
tgagacttct
ggtgatgect
tatgecegeogt
tocgttecag
acagaaattc
caccaacaac
taagttegac
ccagaacccg
tgattacace
tgtctotgeg
cgatgcageg
gatcggtatc
tatcccgagt
acgcggtgag
agttgacgece
agcgggeatt
tgccgcactg
actgegeogac
ggttgattce
agatcagggc
gaagaaaggt
gcgtaaagtt

caccatctac

Ser Thr Ile Tyr Leu Leu Met Gln

ctggctctga
tcagcaacga
tcagtggtca
aattteccage
agctatacgt
atggecgetgg
cacgttgttg
gcgaagatgg
aaaaacctga
gtagcgattg
ctggggcgta
attaategtg
aacaccgcga
aacatggtga
ctgggtatta
cagcgcggtg
aaagcgggtyg
cgtgctcagg
ggtaageagy
agctccatct
gtggtagtga
gatgtgatta
ctcgacageca

ctgttaatge

445

460

gtttaggttt
cagcccagea
gcattaacgt
agttettegyg
tatgecaggg
gttceggegt
ataacgcgac
ttggcaaaga
cogcaattaa
gtaacccgtt
goggectgaa
gtaacgeegyg
tcectegeacce
aaaacctgac
tggggactga
ctttcgtaag
atgtgatcac
tgggtactat
ttaacgtgaa
tcaacggeat
acaacgtgaa
ttggegegaa
aaccgtctgt

agtaa

50

Gly Thr Preo Ala Ala Gln Ile Gly Leu Lys Lys Gly hsp Val
430

Gly Ala Asn Gln Gln Ala Val Lys Asn Ile Ala Glu Leu Arg
435

Leu Asp Ser Lys Pro Ser Val Leu Ala Leu Asn Ile Gln Arg

ggcgttatct
gatgccaagc
agaaggtagc
tgatgattct
tggecaggge
catcattgat
ggtcattaaa
teegegetet
gatggeggat
tggtctagge
tgccgaaaac
tggtgegetyg
ggacggcggce
ctcgcagatg
gctgaactcc
ccaggttetg
ctcactgaac
gceggtagge
cctggaactyg
tgaaggceget
aacgggcact
ccagcaggea

gctggeacte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1425



<211> 474

<212> PRT
<213> E. coli

<400> 10

Met

1

Leu

Thr

Met

Thr

65

Pro

Gly

Len

Asn

Asp

145

Asp

Lys

Ile

Lys

Ala

Thr

Pro

50

Pro

Phe

Gly

Gly

Asn

130

Gly

Ile

Met

Gly

Lys

Leu

Ala

35

Ser

Arg

Cys

Gln

Ser

115

His

Arg

Ala

Ala

Asn
195

Thr

Ser

20

Gln

Val

Met

Gln

Gly

100

Gly

vVal

Lys

Leu

Asp

180

Pro

Thr

Pro

Gln

Val

Pro

Glu

Gly

Val

Val

Phe

Ile

165

Ser

Phe

Leu

Leu

Met

Ser

Arg

70

Gly

Asn

Ile

Asp

Asp

150

Gln

Asp

Gly

Ala

Ser

Pro

Ile

55

Asn

Ser

Gly

Ile

Asn

135

Ala

Ile

Ala

Leu

Leu

Ala

Ser

40

Asn

Phe

Pro

Gly

Agp

120

Ala

Lys

Gln

Leu

Gly
200

ES 2627 826 T3

Ser

Thr

25

Leu

Val

Gln

Phe

Gly

105

Ala

Thr

Met

Asn

Arg

185

Glu

Ala

10

Ala

Ala

Glu

Gln

Gln

30

Gln

Asp

Val

Val

Pro

170

val

Thr

Leu

Ala

Pro

Gly

Phe

75

Ser

Gln

Lys

Ile

Gly

155

Lys

Gly

val

Ala

Glu

Met

Ser

60

Phe

Ser

Gln

Gly

Lys

140

Lys

Asn

Asp

Thr

51

Leu

Thr

Leu

45

Thr

Gly

Pro

Lys

Tyr

125

val

Asp

Leu

Tyr

Ser
205

Ser

Ser

30

Glu

Thr

Asp

Phe

Phe

110

val

Gln

Pro

Thr

Thr

190

Gly

Leu

15

Ser

Lys

Val

Asp

Cys

95

Met

Val

Leu

Arg

Ala

175

val

Ile

Gly

Ala

val

Asn

Ser

80

Gln

Ala

Thr

Ser

Ser

160

Ile

Ala

val
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Ser Ala lLeu Gly Arg Ser Gly Leu Asn Ala Glu Asn Tyr
210 215 220

Ile Gln Thr Asp Ala Ala Ile Asn Arg Gly Asn Ala Gly
225 230 235

Val Asn Leu Asn Gly Glu Leu Ile Gly Ile Asn Thr Ala
245 250

Pro Asp Gly Gly Asn Ile Gly Ile Gly Phe Ala Ile Pro
260 265

val Lys Aen Leu Thr Ser Gln Met val Glu Tyr Gly Gln
275 280 285

Gly Glu Leu Gly Ile Met Gly Thr Glu Leu Asn Sear Glu
290 295 300

Ala Met Lys Val Asp Ala Gln Arg Gly Ala Phe Val Ser
305 310 315

Pro Asn Ser Ser Ala Ala Lys Ala Gly Ile Lys aAla Gly
325 330

Thr Ser Leu Asn Gly Lys Pro Ile Ser Ser Phe Ala Ala
340 345

Gln Val Gly Thr Met Pro Val Gly Ser Lys Leu Thr Leu
355 360 365

Arg Asp Gly Lys Gln Val Asn Val Asn Leu Glu Leu Gln
370 375 380

Gln Asn Gln Val Asp Ser Ser Ser Ile Phe Asn Gly Ile
385 390 395

Glu Met Ser Asn Lys Gly Lys Asp Gln Gly Val Val Val
405 410

Lys Thr Gly Thr Pro Ala Ala Gln Ile Gly Leu Lys Lys
420 425

Ile Ile Gly Ala Asn Gln Gln Ala Val Lys Asn Ile Ala
435 440 445

Lys Val Leu Asp Ser Lys Pro Ser Val Leu Ala Leu Asn
450 455 460

Gly Asp Ser Thr Ile Tyr Leu Leu Met Gln

465 470

<210> 11

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> hTNF40-gL1

52

Glu

Gly

Ile

Sar

270

Val

Leu

Gln

Asp

Leu

350

Gly

Gln

Glu

Asn

Gly

430

=lu

Ile

Asn

Ala

Leu

255

Asn

Lys

Ala

val

val

335

Arg

Leu

Ser

Gly

Asn

415

Asp

Leu

Gln

Phe

Leu

240

Ala

Met

Lys

Leu

32¢0

Ile

Ala

Leu

Ser

Ala

400

val

val

Arg
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15

<400> 11
Agsp Ile
1

Asp Arg

val Aala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210> 12
<211> 118

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

<223> gh3h TNF40.4

<400> 12
Glu val
1

Ser Leu

Gly Met

Gly Trp
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Leu Val

<210> 13

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Gly

Thr
115

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Phe

Asn

Tyr

100

val

val

Ser

val

Thr

Thr

Ser

85

Arg

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Tyr

Phe

70

Leu

Ser

Ser

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Ala

Gln

Ile
55

Ser

Arg

Tyxr

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Ala

ES 2627 826 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Met
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

20

Ile

Gly

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

Asp

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Tyr

Lys

Ile

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Asn

Pro

Tyr

60

Ser

Asn

val

val

Gly

Tyr
60

Lys

Ala

Trp

53

Ala

val

Lys

45

Arg

Ser

Ile

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Ser

Gly

30

Ala

Phe

Leu

Tyr

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly
15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr
95

Gly

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Tyr

Met

val

Tyr

8o

Cys

Thr
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<211> 214
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena Ligera Injertada

<400> 13
Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Val Ala Trp

Tyr Ser Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

Prec Ser Val
115

Thr Ala Ser
130

Lys Val Gln
145

Glu Ser Val

Ser Thr Leu

Ala Cys Glu
195

Phe Asn Arg
210

<210> 14
<211> 229
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

vVal

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

le5

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

ES 2627 826 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

%0

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

G1ln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asn

Pro

Tyr

€0

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

54

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ile

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Ser

Gly

30

Ala

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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<223> Cadena Pesada Injertada

<400> 14

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Gly Met Asn
35

Gly Trp Ile

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Gly

Leu Val Thr
115

Leu Ala Pro
130
Cys Leu Val

145

Ser Gly Ala

Ser Ser Gly

Ser Leu Gly
195

Asn Thr Lys
210

His Thr Cys
225

<210> 15
<211> 24
<212> ADN

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Phe

Asn

Tyr

100

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Ala

Val Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Thr Tyr Ile

Thr Phe Ser
70

Ser Leu Arg
85

Arg Ser Tyr

Ser Ser Ala

Ser Lys Ser
135

Asp Tyr Phe
150

Thr Ser Gly
165

Tyr Ser Leu

Gln Thr Tyr

Asp Lys Lys

215

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleétido

<400> 15

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Ala

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Ile

200

val

ES 2627 826 T3

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Met

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

20

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

val

Asn

Pro

Leu

Tyr

Lys

Ile

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

Val

155

Phe

val

val

Lys

Val Gln

Val Phe

Gly Leu
45

Tyr Ala
60

Lys Ser

Ala Vval

Trp Gly

Pro Ser

125

Thr Ala
140

Thr val

Pro Ala

Thr Vval

Asn His

205

Ser Cys
220

55

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

val

Ala

Ser

val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Gly

Tyr

Met

val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr
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ES 2627 826 T3

gcatcataat tttcttttta cctc 24
<210> 16
<211> 24

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucledtido

<400> 16
gggaaatgaa cctgagcaaa acgc 24
<210> 17
<211> 24

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucledtido

<400> 17
gtgccaggag atgcagcagc ttge 24
<210> 18
<211> 21

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleétido

<400> 18

tttgcagcca gtcagaaagt g 21
<210>19

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucledtido

<400> 19

ctgcctgega ttttcgeecgg aacg 24
<210> 20

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucledtido

<400> 20
cgcatggtac gtgccacgat atcc 24
<210> 21

<211> 188
<212> PRT

56
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15

<213> Escherichia coli

<400> 21
Met Val
1

Ala Ile

Ala Lys

Ser Leu
50

Asp Val
65

Arg Tyr

Phe vVal

Ser Thr

Leu Arg
130

His val
145

Ser Ser

Arg Tyr

<210> 22
<211> 162

Lys

Ala

Asn

35

Gln

Lys

Arg

Gln

Tyr

115

Thr

Gly

Gly

Asn

<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 22

Ser

Val

Met

Ala

Ser

Leu

Arg
100

Glu

Gly

Ile

val

Glu
180

Gln

Ala

His

Ser

Arg

Gly

85

Thr

Gln

Asp

Tyr

Ile

165

Ala

Pro

Val

Pro

Gln

Ile

70

Gly

Phe

Gln

Leu

Ile

150

Ile

Arg

Ile

Leu

Glu

Asp

55

Met

Ser

Arg

Glu

Val

135

Gly

Ser

Leu

Leu

Thr

40

Glu

Asp

Thr

Glu

Met

120

Leu

Asn

Ser

vVal

ES 2627 826 T3

Arg

Ser

Arg

Phe

Gln

Lys

Gln
105

Gly

Phe

Asn

Met

Leu
185

Tyr
10

Ala

Ala

Glu

Tyr

Lys

80

Phe

Lys

Gln

Asn
170

Ser

Ile

Cys

val

Asn

Ala

75

Gly

Gly

Ser

Ala

Phe

155

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Leu

60

ASp

Ile

Leu

Vval

Gly

140

val

Pro

Ser

57

Arg

Ala

Ser

45

Val

Trp

Agp

Glu

Ser

125

Ser

His

Tyr

Gly

Asn

Glu

Arg

Lys

Cys

Leu
110

Arg

Thr

Ala

Trp

Ile

Asn

Thr

Asn

Gly

Ser

95

Pro

Ser

Gly

Ser

Lys
175

Pro

Thr

Ser

Val

val

80

Gly

Arg

Asn

Arg

Thr
160

Lys



10

Cys Ser Ala Asn Asn Thr Ala

Val Gly Ser Glu Thr Ser Ser
20

Asn Leu Val Arg Asn Val Asp
35

Ala Asp Trp Lys Gly Val Arg
50 55

Gly Ile Asp Cys Ser Gly Phe
65 70

Gly Leu Glu Leu Pro Arg Ser

Ser Val Ser Arg Ser Asn Leu
100

Ala Gly Ser Thr Gly Arg His
115

Phe Val His Ala Ser Thr Ser
130 135

Glu Pro Tyr Trp Lys Lys Arg
145 150

Arg Ser

<210> 23

<211> 951

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de OmpT mutada

<400> 23

Lys

Leu

val

40

Tyr

val

Thr

Arg

Val

120

Ser

Tyr

ES 2627 826 T3

Asn

Gln

25

Lys

Arg

Gln

Tyr

Thr

105

Gly

Gly

Asn

Met

10

Ala

Ser

Leu

Arg

Glu

Gly

Ile

Val

Glu

His

Ser

Arg

Gly

Thr

75

Gln

Asp

Tyr

Ile

Ala
155

Pro

Gln

Ile

Gly

60

Phe

Gln

Leu

Ile

Ile

140

Arg

58

Glu

Asp

Met

45

Ser

Arg

Glu

Val

Gly

125

Ser

Arg

Thr

Glu

Asp

Thr

Glu

Met

Leu

110

Asn

Ser

val

Arg

15

Phe

Gln

Lys

Gln

Gly

Phe

Asn

Met

Leu

Ala

Glu

Tyr

Lys

Phe

80

Lys

Arg

Gln

Asn

Ser
160



10

atgcgggcga
tctaccgaga
ctgageggaa
caactegact
atgeeccaga
atggtecgate
caccctgata
ctcaacgaac
tttacagcca
ggcteocttee
attggcttga
ageggetgag
tatcgcagta
gtcacaccta
ggtaatactt

ggtatagaaa

<210> 24
<211> 317
<212> PRT

aacttctggg
ctttatecgtt
aaacaaaaga
ggaaattcaa
tatetategyg
aggactggat
cacaactcaa
ccaattaceg
gaggtggttc
cgaatggaga
ctggaagtta
tggaatcate
aggtcaaaga
acgcaaaagt
cactttatga

actataactt

<213> Secuencia artificial

<220>

aatagtcctg
tactcctgac
gegtgtttat
taacgetgea
ggctgetgge
ggattccagt
ttatgccaac
cctgggacte
ctatatctac
aagagcaatc
tcecgttatgaa
tgataacget
ccaaaattac
ttatgttgaa
tcacaataat

catcactact

<223> Secuencia de OmpT mutada

<400> 24

ES 2627 826 T3

acaaccccta
aacataaatg
ctageegaag
attattaaag
tggacaacte
aaccccggaa
gaatttgatc
atggccggat
agttctgagg
ggctacaaac
gattttgaac
gaagcttatg
tattctgttg
ggcgcatgga
aacacttcag

gctggtetta

ttgegatcag
cggacattag
aaggaggcecg
gtgcaattaa
teggeageeyg
cctggacgga
tgaatatcaa
atcaggaaag
agggattcag
aacgttttaa
teggtggeac
accegggaaa
cagtcaatgc
atcgggttac
actacagcaa

agtacacatt

ctettttget
tcttggaact
aaaagtcagt
ttgggatttyg
aggtggcaat
tgaaagtaga
aggctggetc
cogttatage
agatgatatc
aatgcactac
atttaaatac
aagaatcact
aggttattac
gaataaaaaa
aaatggagca

t

Met Arg Ala Lys Leu Leu Gly Ile Val Leu Thr Thr Pro Ile Ala TIle

1

5

10

15

Ser Ser Phe Ala Ser Thr Glu Thr Leu Ser Phe Thr Pro Asp Asn Ile

20

25

30

59

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

951
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Asn Ala Asp Ile Ser Leu Gly Thr Leu Ser Gly Lys Thr Lys Glu Arg
35 40 45

Val Tvr Leu Ala Glu Glu Gly Gly Arg Lys Val Ser Gln Leu Asp Trp
50 55 60

Lys Phe Asn Asn Ala Ala Ile Ile Lys Gly Ala Ile Asn Trp Asp Leu
65 70 75 80

Met Pro Gln Ile Ser Ile Gly Ala Ala Gly Trp Thr Thr Leu Gly Ser
85 20 95

Arg Gly Gly Asn Met Val Asp Gln Asp Trp Met Asp Ser Ser Asn Pro
100 105 110

Gly Thr Trp Thr Asp Glu Ser Arg His Pro Asp Thr Gln Leu Asn Tyr
115 120 125

Ala Asn Glu Phe Asp Leu Asn Ile Lys Gly Trp Leu Leu Asn Glu Pro
130 135 140

Asn Tyr Arg Leu Gly Leu Met Ala Gly Tyr Gln Glu Ser Arg Tyr Ser
145 150 155 160

Phe Thr Ala Arg Gly Gly Ser Tyr Ile Tyr Ser Ser Glu Glu Gly Phe
165 170 175

Arg Asp Asp Ile Gly Ser Phe Pro Asn Gly Glu Arg Ala Ile Gly Tyr
180 185 190

Lys Gln Arg Phe Lys Met Pro Tyr Ile Gly Leu Thr Gly Ser Tyr Arg
195 200 205

Tyr Glu Asp Phe Glu Leu Gly Gly Thr Phe Lys Tyr Ser Gly Trp Val
210 215 220

Glu Ser Ser Asp Asn Ala Glu Ala Tyr Asp Pro Gly Lys Arg Ile Thr
225 230 235 240

Tyr Arg Ser Lys Val lLys Asp Gln Asn Tyr Tyr Ser Val Ala Val Asn
245 250 255

Ala Gly Tyr Tyr Val Thr Pro Asn Ala Lys Val Tyr Val Glu Gly Ala
260 265 270

Trp Asn Arg Val Thr Asn Lys Lys Gly Asn Thr Ser Leu Tyr Asp His
275 280 285

Asn Asn Asn Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Asn Gly Ala Gly Ile Glu Asn
290 295 300

Tyr Asn Phe Ile Thr Thr Ala Gly Leu Lys Tyr Thr Phe
305 310 315
<210> 25

<211> 954
<212> ADN

60
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de OmpT mutada

<400> 25

attcgggcga
tctaccgaga
ctgagcggaa
caactegact
atgeeccaga
atggtcgate
caccctgata
ctcaacgaac
tttacagcca
ggcteocttee
attggcttga
agcggetggg
tatcgcagta
gtcacaccta
ggtaatactt

ggtatagaaa

<210> 26
<211>729
<212> ADN

aacttctggg
ctttatecgtt
aaacaaaaga
ggaaattcaa
tatetategyg
aggactggat
cacaactcaa
ccaattaceg
gaggtggttc
cgaatggaga
ctggaagtta
tggaatcatc
aggtcaaaga
acgcaaaagt
cactttatga

actataactt

<213> Secuencia artificial

<220>

aatagtcctg
tactcctgac
gogtgtttat
taacgetgea
ggctgetgge
ggattccagt
ttatgccaac
cotgggacte
ctatatctac
aagagcaatc
tcecgttatgaa
tgataacgat
ccaaaattac
ttatgttgaa
tcacaataat

catcactact

<223> Secuencia de DsbC mutada

<400> 26

ES 2627 826 T3

acaaccccta
aacataaatg
ctagccgaag
attattaaag
tggacaacte
aaccccggaa
gaatttgatc
atggccggat
agttctgagg
ggctacaaac
gattttgaac
gaacactatg
tattctgttg
ggcgcatgga
aacacttcag

gctggtetta

ttgegatcag
cggacattag
aaggaggecg
gtgcaattaa
teggeageeyg
cctggacgga
tgaatatcaa
atcaggaaag
agggattcag
aacgttttaa
teggtggeac
acccgggaaa
cagtcaatgc
atcgggttac
actacagcaa

agtacacatt

ctettttget
tcttggaact
aaaagtcagt
ttgggatttyg
aggtggcaat
tgaaagtaga
aggctggctc
cogttatage
agatgatatc
aatgcactac
atttaaatac
aagaatcact
aggttattac
gaataaaaaa
aaatggagca

ttaa

atgaagaaag gttttatgtt gtttactttg ttagcggegt tttcaggett tgctcagget

gatgacgegg caattcaaca aacgttagee aaaatgggea tcaaaagcag cgatatteag

cccgcgectg tagectggeat gaagacagtt ctgactaaca geggegtgtt gtacatcacc

61

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

954

60

120

180
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gatgatggta aacatatcat tcaggggcca atgtatgacyg
aatgtcacca ataagatgct gttaaagcag ttgaatgege
tataaagcge cgcaggaaaa acacgtcatce accgtgttta
tgccacaaac tgcatgagca aatggcagac tacaacgcge
cttgectttee cgegeocaggg getggacage gatgcagaga
tgtgegaaag ataaaaacaa agcgtttgat gatgtgatgg
gecagttgeg acgtggatat tgcoegaccat tacgeacttyg
ggtactccgg cagttgtgcect gagcaatgge acacttgtte
gagatgaaag aatttctcga cgaacaccaa aaaatgacca
caccactaa
<210> 27
<211> 242
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de DsbC mutada
<400> 27
Met Lys Lys Gly Phe Met ILeu Phe Thr Leu Leu
1 5 10
Phe Ala Gln Ala Asp Asp Ala Ala Ile Gln Gln
20 25
Gly Ile Lys Ser Ser Asp Ile Gln Pro Ala Pro
35 40
Thr Val Leu Thr Asn Ser Gly Val Leu Tyr Ile
50 55
His Ile Ile Gln Gly Pro Met Tyr Asp Val Ser
65 70 75
Asn Val Thr Asn Lys Met Leu Leu Lys Gln Leu
85 20
Glu Met Ile Val Tyr Lys Ala Pro Gln Glu Lys
100 105
Phe Thr Asp Ile Thr Cys Gly Tyr Cys His Lys
115 120
Ala Asp Tyr Asn Ala Leu Gly Ile Thr Val Arg

ttagtggcac
ttgaaaaaga
catgatattac
tggggatcac
aagaaatgaa
caggtaaaag
gogtecaget
cgggttacca

gcggtaaaca

Ala Ala

Thr Leu

30

Val Ala

45

Thr Asp

Gly Thr
Asn Ala
val

His

His
125

Leu

Tyr Leu

62

Phe

Ala

Gly

Asp

Ala

Leu

Ile

110

Glu

Ala

ggcteocggte
gatgatcgtt
ctgtggttac
cgtgegttat
agctatctgg
cgtegcacca
tggegttage
gccgccgaaa

ccatcaccat

Ser
15

Gly
Lys Met
Met Lys
Gly

Lys

val
80

Pro

Glu
95

Lys
Thr val
Gln

Met

Phe Pro

240

300

360

420

480

540

600

660

720

729
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130 135 140

Arg Gln Gly Leu Asp Ser Asp Ala Glu Lys Glu Met Lys Ala Ile Trp
145 150 155 160

Cys Ala Lys Asp Lys Asn Lys Ala Phe Asp Asp Val Met Ala Gly Lys
165 170 175

Ser Val Ala Pro Ala Ser Cys Asp Val Asp Ile Ala Asp His Tyr Ala
180 185 190

Leu Gly Val Gln Leu Gly Val Ser Gly Thr Pro Ala Val Val Leu Ser
195 200 205

Asn Gly Thr Leu Val Pro Gly Tyr Gln Pro Pro Lys Glu Met Lys Glu
210 215 220

Phe Leu Asp Glu His Gln Lys Met Thr Ser Gly Lys His His His His
225 230 235 240

His His
<210> 28
<211>5

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: CDRH1 de hTNF40

<400> 28

Asp Tyr Gly Met Asn
1 5

<210> 29

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: CDRH2 hibrida humana de hTNF40

<400> 29

Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 30

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: CDRH3 de hTNF40

<400> 30

63
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Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5

<210> 31

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: CDRL1 de hTNF40

<400> 31

Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Asn Val Ala
1 5 10

<210> 32

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: CDRL2 de hTNF40

<400> 32

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

<210> 33

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: CDRL3 de hTNF40

<400> 33

Gln Gln Tyr Asn Ile Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 34

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: CDRH2 de hTNF40

<400> 34

Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Val Asp Asp Phe Lys

1 5 10

Gly

<210> 35
<211> 84

64
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Adaptador de oligonucleétidos OmpA

<400> 35

tcgagttcta gataacgagg cgtaaaaaat gaaaaagaca gctatcgcaa ttgcagtgge
cttggectetg acgtacgagt cagg

<210> 36

<211> 67

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Casete de IGS 1

<400> 36
gagctcacca gtaacaaaaa gttttaatag aggagagtgt taatgaagaa gactgctata
gcaattg
<210> 37
<211> 69

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Casete de IGS 2

<400> 37

gagctcacca gtaacaaaaa gttttaatag aggggagtgt taaaatgaag aagactgcta
tagcaattg

<210> 38

<211> 81

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Casete de IGS 3

<400> 38

gagctcacca gtaacaaaaa gctttaatag aggagagtgt tgaggaggaa aaaaaaatga
agaaaactge tatagcaatt g

<210> 39

<211> 81

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Casete de IGS 4

<400> 39

65

60

84

60

67

60

69

60

81



ES 2627 826 T3

gagctcacca gtaacaaaaa gttttaatag aggagagtgt tgacgaggat tatataatga

agaaaactgc tatagcaatt g
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REIVINDICACIONES

1.- Una célula bacteriana gram-negativa recombinante, caracterizada porque la célula:
a) comprende un vector de expresion que comprende un polinucledtido recombinante que codifica DsbC;

b) tiene un gen Tsp mutado que codifica una proteina Tsp que tiene una reduccién de la actividad proteasa en
comparacion con una célula de tipo silvestre,

c) comprende un gen spr mutado que codifica una proteina spr mutante capaz de suprimir el fenotipo de una
célula que comprende un gen Tsp mutado, y

d) tiene un genoma que es isogénico al de la cepa de E. coli de tipo silvestre W3110, excepto por el gen Tsp
mutado y el gen spr mutado.

2.- Una célula segun la reivindicacion 1, en la que el gen spr mutado codifica una proteina spr como se define en
SEQ ID NO: 21 que tiene una mutacién en uno o varios aminoacidos seleccionados a partir de N31, R62, 170, Q73,
C94, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136, G140, R144, H145, G147 y H157.

3.- Una célula segun la reivindicacion 2, en la que el gen spr mutante codifica una proteina spr que tiene una o va-
rias mutaciones seleccionadas a partir de N31Y, R62C, I70T, Q73R, C94A, S95F, VI98E, Q99P, R100G, L108S,
Y115F, D133A, V135D, V135G, L136P, G140C, R144C, H145A, G147C y H157A.

4.- Una célula segun la reivindicacion 3, en la que el gen spr mutante codifica una proteina spr que tiene la mutacion
C94A.

5.- Una célula segun la reivindicacion 3, en la que el gen spr mutante codifica una proteina spr que tiene la mutacion
H145A.

6.- Una célula segun la reivindicacion 3, en la que el gen spr mutante codifica una proteina spr que tiene las muta-
ciones S95F e Y115F.

7.- Una célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la célula tiene un gen Tsp mutado inac-
tivado que comprende una mutacion del codén de inicio del gen y/o comprende uno o varios codones de parada
situados aguas abajo del codon de inicio del gen y aguas arriba del codén de parada del gen.

8.- Una célula segun la reivindicacion 7, en la que el gen Tsp mutado inactivado comprende un sitio de restriccion
marcador creado mediante una mutacion de sentido erréneo en el codén de inicio del gen y opcionalmente una o
varias mutaciones puntuales adicionales.

9.- Una célula segun la reivindicacion 8, en la que el gen Tsp mutado inactivado comprende SEQ ID NO: 3.

10.- Una célula seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde la célula comprende una secuencia de
polinucleétido que codifica una proteina de interés.

11.- Una célula segun la reivindicacion 10, en donde la célula comprende un vector que comprende el polinucleétido
recombinante que codifica DsbC y la secuencia de polinucleétido que codifica una proteina de interés.

12.- Una célula segun la reivindicacion 11, en la que el vector comprende un promotor que controla la expresion del
polinucleétido recombinante que codifica DsbC y la secuencia de polinucleétido que codifica una proteina de interés.

13.- Una célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en donde la proteina de interés es un anti-
cuerpo o un fragmento del mismo que se une a antigeno.

14.- Una célula segun la reivindicacion 13, en la que el anticuerpo o un fragmento del mismo que se une a antigeno
es un Fab, Fab modificado o Fab'.

15.- Una célula segun la reivindicacion 13 o 14, en la que el anticuerpo o un fragmento del mismo que se une a anti-
geno es especifico de TNF.

16.- Una célula segun la reivindicacion 15, en la que el anticuerpo o un fragmento que se une a antigeno comprende

a) una cadena pesada en la que el dominio variable comprende la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 28 para
la CDRH1, la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 29 o SEQ ID NO: 34 para la CDRH2 y la secuencia mostra-
da en SEQ ID NO: 30 para la CDRH3 y

b) una cadena ligera en la que el dominio variable comprende la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 31 para la

CDRLA1, la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 32 para la CDRL2 y la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 33
para la CDRL3.
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17.- Una célula segun la reivindicacion 15, en donde el anticuerpo o un fragmento que se une a antigeno es un Fab'
y tiene una secuencia de la cadena ligera que comprende o consiste en SEQ ID NO: 13 y una secuencia de la cade-
na pesada que comprende o consiste en SEQ ID NO: 14.

18.- Un método para producir una proteina de interés que comprende:

a) cultivar una célula bacteriana gram-negativa recombinante segun se define en una cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 17 en un medio de cultivo en condiciones eficaces para expresar la proteina recombinante de inte-
rés y el polinucledétido recombinante que codifica DsbC; y

b) recuperar la proteina de interés a partir del periplasma de la célula bacteriana gram-negativa recombinante
y/o el medio de cultivo.

19.- Un método segun la reivindicacion 18, en el que la expresion de la secuencia de polinucledtido que codifica una
proteina de interés y el polinucleétido recombinante que codifica DsbC se induce mediante la adicion de un inductor
al medio de cultivo.

20.- Un método segun la reivindicacion 18 o 19, en el que el método comprende adicionalmente la separacion de la
proteina de interés a partir de DsbC.

21.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, que comprende ademas la etapa de procesa-
miento aguas abajo mediante PEGilacion de la proteina de interés.
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Figura 5a

ptr de tipo silvestre (proteasa lll) 5'.

M P R S T W F K A L L L L V
TGA ATG CCC CGC AGC ACC TGG TTC AAAGCATTATTG TTG TTAGTT

A L W A P L S
GCC CTT TGG GCA CCC TTAAGT

A ptr mutada (proteasa lll) 5'.

o P R 8 T W F K A L L L L V
TGA ATT CCC CGC AGC ACC TGG TTC AAAGCATTATTG TTG TTAGTT

AL W A H * C
GCC CTT TGG GCA CAT TAA TGT

Figura 5b
Tsp de tipo silvestre 5'.

M N M F F R L T A L A G L L A
ATGAAC ATG TTT TTT AGG CTT ACC GCG TTA GCT GGC CTG CTT GCA

I A G Q T F A
ATA GCA GGC CAG ACC TTC GCT

ATsp mutada 5'.
EcoR |

M N 8§ F L G L P R * L A C L Q
ATGAAT TCGTTT TTA GGC TTA CCG CGT TAG CTG GCC TGC TTG CAA

*Q A R H * L
TAG CAG GCC AGA CATTAATTG
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Figura 5¢

DegP de tipo silvestre

202 D A A | N R G N 8§ G G
949 GAT GCA GCG ATC AAC CGT GGT AAC TCC GGT GGT

DegP mutada S210A

202 D A A | N R G N A G G
949 GAT GCA GCG ATT AAT CGT GGT AAC GCC GGT GGT
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