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DESCRIPCION
Regulacién de promotores inducibles

La presente invencion se refiere a la produccion de polipéptidos heterélogos en una célula hospedante bacteriana
recombinante. En particular, la presente invencion se refiere a la regulacion de la expresion de una secuencia de
acido nucleico heterdloga que codifica el polipéptido mediante el uso de un promotor inducible por un sustrato
especifico (inductor). Mas en concreto, la presente invencion se refiere a la regulacion de la expresion de un
polipéptido heterdlogo en una célula hospedante bacteriana, en la que se provoca que la célula hospedante
bacteriana sea incapaz de desactivar el promotor que controla la expresion del polipéptido heterdlogo en ausencia
del inductor.

Antecedentes de la invencion

Un aspecto importante en la produccion de polipéptidos heterélogos en un microorganismo recombinante es la
seleccion del promotor utilizado para controlar la expresion de las secuencias de acidos nucleicos heterélogas que
codifican el polipéptido diana.

Un promotor adecuado debe ser fuerte, es decir, debe producir el respectivo ARNm a una tasa elevada, lo cual
permite la produccion del polipéptido en elevadas cantidades. Ademas, el promotor debe ser facil de regular y debe
comenzar la produccién del polipéptido heterélogo solo tras la induccion.

Sin embargo, existe el problema de que, generalmente, el sustrato inductor es un nutriente para el microorganismo y
es consumido por el microorganismo. Asi, cuando en el medio utilizado para cultivar el microorganismo se acaba el
sustrato inductor, el microorganismo desactiva el promotor y, por tanto, se detiene la expresion del polipéptido diana.
Para evitar la detencién no deseada de la expresion génica, el inductor debe afiadirse en grandes cantidades y/o
suplementarse de modo continuo. La necesidad de elevadas cantidades de inductor aumenta los costes del proceso
de fermentacion. Ademas, el uso de promotores eficaces que, sin embargo, requieren inductores caros es limitado.

Por consiguiente, para la produccion de polipéptidos recombinantes se desean células hospedantes en las que la
actividad del promotor que controla la expresion del polipéptido heterélogo sea independiente de la presencia del
inductor, pero en las que la expresion del polipéptido heterélogo pueda, no obstante, ser estrictamente regulada.

El documento WO 2006/133210 A2 se refiere a un método para producir péptidos recombinantes en una célula
hospedante bacteriana que utiliza un promotor inducible por manitol, arabitol, glucitol o glicerol, en el que se ha
provocado que la célula hospedante bacteriana sea incapaz de degradar o metabolizar el inductor. Segun dicho
método, uno o mas genes que codifican enzimas necesarias para metabolizar el inductor se delecionan o alteran
genéticamente en el genoma de modo que la célula no pueda expresar, a partir de su genoma, una enzima funcional
necesaria para metabolizar o degradar el inductor. Para asegurar la captacion del inductor, los genes relacionados
con el transporte del inductor hacia el interior de la célula no se modifican. Sin embargo, este método requiere no
obstante la adiciéon del inductor para catalizar la activacion del respectivo promotor que controla la expresion del
polipéptido diana. Ademas, la acumulacioén del inductor en la célula puede afectar negativamente al desarrollo de la
célula.

Muchas bacterias son capaces de utilizar diferentes fuentes de carbono. Si se les proporciona una mezcla de
fuentes de carbono, seleccionaran la fuente de carbono que permita el crecimiento mas rapido (fuente de carbono
primaria). De modo simultaneo, las funciones implicadas en la utilizacion de las fuentes de carbono secundarias son
reprimidas por un fendmeno denominado represiéon por catabolitos de carbono (“carbon catabolite repression”,
CCR).

Ademas de la CCR, los genes catabdlicos especificos implicados en la utilizacion de una fuente de carbono
secundaria menos preferida solo son expresados en presencia de dicha fuente de carbono secundaria. Por
consiguiente, la expresion de genes implicados en el catabolismo de una fuente de carbono secundaria depende de
la presencia de dicha fuente de carbono secundaria (induccion) y de la ausencia de una fuente de carbono primaria
(represion por catabolitos).

La publicacion de Tianqui Sun et al., "Characterization of a mannose utilization system in Bacillus subtilis", Journal of
Bacteriology, American Society for Microbiology, vol. 192, n.° 8, 1 de abril, 2010, pp. 2128 bis 2139, se refiere a la
identificacion del operdon de manosa y sus genes, asi como de los promotores PmanP y PmanR regulados por
manosa. Se indica que el metabolismo de la manosa esta sujeto al sistema de fosfoenolpiruvato:carbohidrato
fosfotransferasa y que el operdon de manosa también esta sujeto a la represion por catabolitos de carbono. Para la
caracterizacion y la identificacion de la funcion de los genes individuales, se prepararon mutantes inactivados
("knockout") que carecian de los respectivos genes y, por consiguiente, carecian de las respectivas proteinas
codificadas por dichos genes. Se descubrid que la delecion del gen del transportador de manosa manP daba como
resultado la expresion constitutiva de ambos promotores PmanP y PmanR, lo cual indica que el transportador de
manosa ManP tiene un efecto negativo sobre la regulacion del operén de manosa y del gen manR que codifica el
regulador transcripcional especifico de manosa ManR.
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Tobisch et al., "Regulation of the lic operon of Bacillus subtilis and characterization of potential phosphorylation sites
of the LiR regulator protein by site-directed mutangenesis" en Journal of Bacteriology, vol. 181, n.° 16, 19 de agosto,
1999, pp. 4995-5003 indican que el intercambio del aminoacido de unién al grupo fosforilo en el dominio EIIA del
regulador LicR por otro aminoacido provoca la actividad del regulador mutante LicR en ausencia del sustrato
inductor.

Gorke et al., "Carbon catabolite repression in bacteria: Many ways to make the most out of nutrients" en Nature
Reviews, Microbiology, vol. 6, n.° 8, agosto 2008, pp. 613-624 se refiere a cepas mutantes de Streptococcus
deficientes en el transportador de manosa EIIAB y la influencia del sistema de fosfoenolpiruvato:carbohidrato
fosfotransferasa. Se demuestra que el transportador de manosa EIIAB no se limita solo a la fosforilacién de la
manosa, sino que, de modo similar, fosforila la glucosa, la fructosa y la 2-desoxiglucosa. Ademas, se demuestra que,
incluso en ausencia del transportador de manosa EIIAB, la manosa puede ser captada a través del transportador
especifico de fructosa ENFRY,

Deutscher et al., "The mechanisms of carbon catabolite repression in bacteria" (Current Opinion in Microbiology,
Current Biology LTD, GB, vol. 11, n.° 2, 1 de abril, 2008, pp. 87-93) ofrecen una visién de conjunto del mecanismo de
la represion por catabolitos de carbono en diferentes bacterias, por ejemplo, E. coliy B. subtilis.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion emplea estos mecanismos de regulacion del catabolismo del carbono proporcionando una
célula hospedante bacteriana en la que el promotor que regula la expresion de los genes implicados en el
metabolismo de una fuente de carbono secundaria no se desactivan en ausencia de su correspondiente fuente de
carbono, y en la que el promotor Unicamente esta bajo el control de la represién por catabolitos de carbono.

Segun la presente invencion, el promotor utilizado es un promotor que regula la utilizacion de una fuente de carbono
secundaria de la célula hospedante bacteriana.

En presencia, de una fuente de carbono primaria, el promotor es reprimido por la CCR. Cuando en el medio
empleado para cultivar la célula hospedante bacteriana recombinante se acaba la fuente de carbono primaria o la
concentracion de la fuente de carbono primara disminuye por debajo de un nivel requerido para la CCR, la CCR del
promotor se convierte en inoperante y el promotor automaticamente inicia la expresion de los genes controlados por
dicho promotor.

La presente invencion proporciona una célula hospedante bacteriana recombinante, en la que la célula hospedante
bacteriana recombinante es capaz de utilizar mas de una fuente de carbono, en la que el catabolismo del carbono de
estas fuentes de carbono de la célula hospedante bacteriana estd sometido al sistema de
fosfoenolpiruvato:carbohidrato fosfotransferasa (PTS) y a la CCR, en la que la célula hospedante bacteriana esta
alterada genéticamente para evitar la desactivacion de la proteina reguladora transcripcional de un promotor
inducible por una fuente de carbono en ausencia de dicha fuente de carbono secundaria, pero esta bajo el control de
la CCR, en la que la fuente de carbono es una fuente de carbono secundaria para la célula hospedante bacteriana, y
en la que la célula hospedante bacteriana recombinante de la presente invencién se transforma con un vector que
comprende una secuencia de acido nucleico heteréloga que codifica un polipéptido unida operablemente a un
promotor inducible por una fuente de carbono secundaria, en la que el promotor del vector esta controlado por la
proteina reguladora transcripcional por la cual la célula hospedante bacteriana ha sido genéticamente alterada para
que sea incapaz de la desactivacion en ausencia de la correspondiente fuente de carbono especifica.

Ademas, la presente invencion proporciona un proceso para preparar polipéptidos heterdlogos mediante el cultivo de
la célula hospedante bacteriana recombinante de la presente invencion, transformada con un vector que comprende
la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido.

Ademas, la presente invencion se refiere al uso de una célula hospedante bacteriana recombinante segun la
presente invencion en la produccién de polipéptidos heterdlogos.

Segun un aspecto concreto, la presente invencion se refiere a un régimen de induccion de la expresion génica que
requiere una cantidad reducida de inductor y, en particular, no requiere inductor. Segun otro aspecto concreto, la
presente invencion se refiere a un sistema de expresién bacteriana adecuado para la fermentacién de alta densidad
celular.

En particular, la presente invencién proporciona un método para producir un polipéptido heterdlogo en una célula
hospedante bacteriana recombinante, en el que se emplea una célula hospedante bacteriana recombinante cuyo
catabolismo de las fuentes de carbono esta bajo el control de la represion por catabolitos de carbono y del sistema
de fosfoenolpiruvato:carbohidrato fosfotransferasa, y que esta genéticamente alterada de modo que es incapaz de
desactivar la proteina reguladora transcripcional especifica para un promotor inducible por una fuente de carbono
secundaria en ausencia de la fuente de carbono secundaria inductora, y que comprende un vector con una
secuencia de acido nucleico heterdloga que codifica un polipéptido unida operablemente a un promotor, que es
inducible por la fuente de carbono secundaria y esta regulado por la proteina reguladora transcripcional, y dicho
método comprende las etapas de cultivar la célula hospedante bacteriana en un medio de cultivo celular que no
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comprende la fuente de carbono secundaria inductora sino una fuente de carbono primaria, inducir la expresién de
dicho polipéptido por la fuente de carbono primaria en un momento en que la concentracién de la fuente de carbono
diferente disminuye por debajo de un nivel necesario para la represion por catabolitos de carbono, en el que la
fuente de carbono primaria se afade al cultivo en una cantidad suficiente para mantener una velocidad de
crecimiento predeterminada de la célula hospedante bacteriana sin induccion de la represion por catabolitos de
carbono, y recuperar el polipéptido de las células o del cultivo celular.

Ademas, la presente invencién proporciona células hospedantes bacterianas recombinantes adecuadas para realizar
el método de la presente invencion.

Por ejemplo, la presente invencion se refiere a una célula hospedante bacteriana recombinante cuyo catabolismo de
las fuentes de carbono estda bajo el control de la represién por catabolitos de carbono y del sistema de
fosfoenolpiruvato:carbohidrato fosfotransferasa, y que esta alterada genéticamente de modo que es incapaz de
desactivar la proteina reguladora transcripcional especifica para un promotor inducible por una fuente de carbono
secundaria en ausencia de la fuente de carbono secundaria inductora mediante la delecion, en el genoma de la
célula hospedante bacteriana, del gen que codifica una enzima de transferencia del grupo fosforilo Ell especifica
para la proteina reguladora transcripcional, y que comprende un vector con una secuencia de acido nucleico
heteréloga que codifica un polipéptido unida operablemente a un promotor, que esta regulado por la proteina
reguladora transcripcional por la cual la célula hospedante bacteriana ha sido genéticamente alterada para que sea
incapaz de la desactivacion, y en la que en el vector se integra el gen que codifica la proteina reguladora
transcripcional especifica. Ademas, la presente invencidon se refiere a una célula hospedante bacteriana
recombinante cuyo catabolismo de las fuentes de carbono esta bajo el control de la represiéon por catabolitos de
carbono y del sistema de fosfoenolpiruvato:carbohidrato fosfotransferasa, y que esta alterada genéticamente de
modo que es incapaz de desactivar la proteina reguladora transcripcional especifica para un promotor inducible por
una fuente de carbono secundaria en ausencia de la fuente de carbono secundaria inductora alterando
genéticamente, en el genoma de la célula hospedante bacteriana, el gen que codifica la proteina reguladora
transcripcional, de modo que la proteina reguladora transcripcional expresada por dicho gen es incapaz de unirse a
un grupo fosforilo transferido por la enzima Ell, que es especifica para dicha proteina reguladora transcripcional, y
que comprende un vector con una secuencia de acido nucleico heterdloga que codifica un polipéptido unida
operablemente a un promotor regulado por la proteina reguladora transcripcional por la cual la célula hospedante
bacteriana ha sido genéticamente alterada para que sea incapaz de la desactivacion, y en la que en el vector se
integra ademas el gen manipulado que codifica la proteina reguladora transcripcional incapaz de unirse a un grupo
fosforilo transferido por la correspondiente enzima EII.

Otros objetos y ventajas seran evidentes para los expertos en la técnica tras estudiar la siguiente descripcion
detallada y remitiéndose a las figuras ilustrativas acompafantes y a las reivindicaciones adjuntas.

Segun la realizacién indicada anteriormente, la induccion de la expresion de un polipéptido diana es independiente
de la presencia de una fuente de carbono inductora para el promotor. Asi, esta realizaciéon es particularmente
ventajosa porque no es necesaria una fuente de carbono inductora.

Breve descripcion de la figuras
En las figuras:

la figura 1 muestra esquematicamente la estructura del operén de manosa con la disposicion y la orientacion de los
respectivos genes, y los promotores y su activacion por ManR se indican con flechas;

la figura 2 es un diagrama de flujo del catabolismo de la manosa con el transporte hacia el interior de la célula, la
fosforilacion de la manosa a manosa-6-fosfato durante el transporte y la conversion a fructosa-6-fosfato;

la figura 3 muestra esquematicamente la estructura de la proteina activadora ManR con los diversos dominios y
sitios de fosforilacion potenciales;

la figura 4 es la secuencia de acido nucleico de la region del promotor de B. subtilis que comprende el promotor
manR,

la figura 5 es la secuencia de acido nucleico de B. subtilis empleada en el vector de promotor-sonda pSUN272.1
para estudiar la inducibilidad y la represion por catabolitos del promotor manP por la manosa y la glucosa y la
determinacion del sitio de unién de ManR;

la figura 6 es el mecanismo de la represion por catabolitos y la activacion en B. subtilis a través de CcpA,;
la figura 7 es el mapa de plasmido del vector de expresion pSUN279.2;

la figura 8 muestra las actividades de B-galactosidasa de B. subtilis 3NA que contiene los plasmidos pSUN279.2,
pSUN284.1 y pSUN291, respectivamente;

la figura 9 muestra las actividades de B-galactosidasa de B. subtilis 3NA que contiene el plasmido pSUN 284.1, asi
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como otros plasmidos que contienen fragmentos de diferente longitud de la secuencia de acido nucleico que
aparece en la figura 5;

la figura 10 muestra las actividades de B-galactosidasa de B. subtilis 3NA que comprende los vectores pSUN291,
pSUN385.2 y pSUN386.9 con las secuencias de acidos nucleicos que aparecen en la figura 4;

la figura 11 es el mapa de plasmido del vector de expresion pMW168.1;
la figura 12 es el mapa de plasmido del vector de insercién pSUN356.7 (AmanP);

la figura 13 es un diagrama que muestra logaritmicamente la concentracién de biomasa seca representada
graficamente a lo largo del periodo del proceso de fermentacion de B. subtilis TQ356/pMW168.1 (AmanP-mutante) y
la sefial de fluorescencia (RFU) representada graficamente a lo largo del periodo del proceso;

la figura 14 es una SDS-PAGE de muestras de células tomadas de la fermentacion con B. subtilis
TQ356/pMW168.1, y

la figura 15 es un diagrama de flujo con la preparacién del plasmido pMW168.1.
Descripcion detallada de la invencién

Tal como se emplean en la presente, se suministran las siguientes definiciones para facilitar la comprension de la
presente invencion.

"Enzima EII", "Ell" o "transportador" se refieren a una permeasa especifica de fuente de carbono del sistema de
fosfoenolpiruvato:carbohidrato fosfotransferasa (PTS), que cataliza el transporte y la fosforilacién concomitante de la
fuente de carbono.

ElI PTS comprende una diversidad de Ell, cada una especifica para una fuente de carbono, por ejemplo, un azucar.

Las Ell son complejos que habitualmente consisten en tres dominios A, B y C, y a veces un cuarto dominio D, en las
que EllA y EIIB participan en la fosforilacion de la correspondiente fuente de carbono, y la EIIC unida a la membrana
(EIID, si esta presente) media en el paso de la fuente de carbono especifica hacia el interior de la célula.

En ausencia de la fuente de carbono especifica, la correspondiente EIIA y, en algunos casos, EIIB, desactiva la
respectiva proteina reguladora transcripcional especifica de fuente de carbono mediante la transferencia de grupos
fosforilo a los correspondientes sitios de fosforilacion presentes en la proteina reguladora transcripcional,
denominados (dependiendo de la Ell fosforilante) dominios EIlIA y EIIB, respectivamente.

La "proteina reguladora transcripcional" o "regulador” regula positivamente (es decir, activa) el operén u operones
catabdlicos de la fuente de carbono especifica. Las proteinas reguladoras transcripcionales habitualmente contienen
dos dominios reguladores conservados que pueden ser fosforilados (dominios reguladores del PTS, PRD). Ademas,
algunas proteinas reguladoras transcripcionales contienen ademas otros sitios de fosforilacion relacionados con EIIA
y EIIB. Dependiendo de la proteina reguladora transcripcional, esta es desactivada por la transferencia del grupo
fosforilo desde la enzima Il a uno o mas de los anteriores sitios de unién a fosforilo en el dominio EIIA y EIIB y/o
PRDI, y es activada por la transferencia del grupo fosforilo desde la proteina histidina (HPr) al dominio PRDII. Las
diversas proteinas reguladoras transcripcionales especificas de fuente de carbono del PTS pueden ser activadores o
antiterminadores.

Un "promotor", tal como se emplea en la presente, se refiere una secuencia de acido nucleico que regula la
expresion. Una "regién de promotor" es una region reguladora capaz de unirse a la ARN polimerasa en una célula e
iniciar la transcripcion de una secuencia codificadora cadena abajo (direccion 3'). Dentro de la regidon de promotor se
encuentran dominios de unidon a proteinas (secuencias consenso) que son responsables de la unién de una ARN
polimerasa, tal como la caja -35 y la caja -10 (caja de Pribnow). Ademas, la regién de promotor puede comprender el
sitio de inicio de la transcripcion y sitios de unién para su proteina reguladora transcripcional especifica.

Los "variantes" o "variantes de una secuencia" son una secuencia de acido nucleico que es distinta de la secuencia
de referencia por sustituciones de acidos nucleicos conservativas, en las que uno o mas acidos nucleicos son
sustituidos por otros con las mismas caracteristicas. Los variantes incluyen también las secuencias degeneradas, las
secuencias con deleciones e inserciones, con la condicion de que dichas secuencias modificadas muestren la
misma funcion (son funcionalmente equivalentes) que la secuencia de referencia.

Un "vector que puede expresarse en un hospedante” o "vector de expresion" es una construccion de poli(acido
nucleico) generada por medios recombinantes o sintéticos, con una serie de elementos de poli(acido nucleico)
especificados que permiten la transcripcién de una secuencia de acido nucleico concreta en una célula hospedante.
Generalmente, este vector incluye una unidad transcripcional que comprende una secuencia de acido nucleico
concreta que va a ser transcrita unida operablemente a un promotor. Un vector que puede expresarse en un
hospedante puede ser, por ejemplo, un plasmido de replicacion autbnoma o autorreplicante, un césmido, un fago, un
virus o un retrovirus.
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Los términos y la expresion "transformacion”, "transformado” o "introducir un acido nucleico en una célula
hospedante" indican cualquier proceso en el que un acido nucleico extracelular, tal como un vector, entra en una
célula hospedante con o sin material acompafiante.

La transformacion de las células hospedantes apropiadas, por ejemplo, con un vector de expresion, puede lograrse
por medio de métodos muy conocidos, tales como microinyeccion, electroporacion, bombardeo de particulas o por
medio de métodos quimicos, tales como la transformacion mediada por fosfato de calcio y por medio de sistemas de
transformacion naturales descritos, por ejemplo, en Maniatis ef al., Molecular Cloning A laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory (1982) o en Ausubel et al., Current protocols in molecular biology, John Wiley and Sons
(1984).

Una "secuencia de acido nucleico heterdloga" o una "secuencia de acido nucleico heterdéloga para una hospedante”
significa una secuencia de acido nucleico que codifica, por ejemplo, un producto de expresién, tal como un
polipéptido, que es extrafio a la "expresion heterdloga” o al "producto heterdlogo” del hospedante, es decir, una
secuencia de acido nucleico que procede de un donante diferente del hospedante, o una secuencia de acido
nucleico sintetizada de modo quimico que codifica, por ejemplo, un producto de expresion, tal como un polipéptido,
que es extrano al hospedante. En el caso en que el hospedante sea una especie procariota concreta, la secuencia
de acido nucleico heteréloga procede preferiblemente de un género o familia diferente, mas preferiblemente de un
orden o clase diferente, en particular de un filo (division) diferente, ain mas concretamente de un dominio (imperio)
diferente de organismos.

La secuencia de acido nucleico heteréloga que procede un donante distinto al hospedante puede modificarse antes
de ser introducida en la célula hospedante mediante mutaciones, inserciones, deleciones o sustituciones de acidos
nucleicos individuales o de una parte de la secuencia de acido nucleico heteréloga, con la condicién de que dichas
secuencias modificadas muestren la misma funcién (sean funcionalmente equivalentes) que una secuencia de
referencia. Una secuencia de acido nucleico heteréloga, tal como se indica en la presente, incluye también
secuencias nucleicas procedentes de un dominio (imperio) diferente de organismos, tales como de eucariotas (de
origen eucariota), tales como, por ejemplo, anticuerpos humanos que se han empleado en bancos de presentacion
de fagos y en los cuales acidos nucleicos individuales o una parte de las secuencias de los acidos nucleicos han
sido modificados segun la "utilizacion de codones" de un hospedante procariota.

Un "polipéptido heterdélogo” o "polipéptido diana", dentro del significado de la presente invencion, puede ser una
proteina heteréloga de origen humano, de mamifero o procariota. Otras proteinas son antigenos, tales como
glicoproteinas y carbohidratos, procedentes de patégenos microbianos, tanto viricos como antibacterianos, y
procedentes de tumores. Otros polipéptidos heterdlogos son enzimas, tales como quimosina, proteasas,
polimerasas, deshidrogenasas, nucleasas, glucanasas, oxidasas, alfa-amilasa, oxidorreductasas, lipasas, amidasas,
nitrilo hidratasas, esterasas o nitrilasas.

Una "fuente de carbono" se refiere a una fuente de carbono, generalmente un carbohidrato, que puede ser captada y
metabolizada por una célula bacteriana y esta sometida a PTS y a la represion por catabolitos de carbono (CCR),
cuyos ejemplos tipicos para los carbohidratos son los azicares y los derivados de azUcares.

Muchas bacterias pueden utilizar mas de un carbohidrato como fuente de carbono y energia. Empleando enzimas
extracelulares especificas, las bacterias, tales como Bacilli, son capaces de degradar varios polisacaridos que estan
presentes en grandes cantidades en la biomasa vegetal. Los oligo-, di-, o monosacaridos resultantes son
transportados al interior de la célula y son procesados aun mas. Habitualmente, las enzimas catabdlicas implicadas
en el metabolismo o la degradacién de los sacaridos son sintetizadas solo cuando el sustrato especifico esta
presente en el medio de cultivo y las fuentes de carbono y energia preferidas estan ausentes. Una via de transporte
de carbohidratos preferida para transportar carbohidratos a través de la membrana de la célula o bacteria es el PTS.

En el PTS, el transporte del carbohidrato a través de la membrana y la posterior fosforilacion estan mediados por
una enzima especifica para dicho carbohidrato, denominada enzima Il (Ell). Puesto que Ell media en el transporte
de su correspondiente fuente de carbono hacia el interior de la célula, la Ell también se denomina "transportador".

En presencia de una mezcla de carbohidratos, las células captan selectivamente la fuente de carbono que les
proporciona la mayor energia y ventaja de crecimiento (fuente de carbono primaria). De modo simultaneo, reprimen
las diversas funciones implicadas en el catabolismo y captacién de las fuentes de carbono menos preferidas (fuente
de carbono secundaria).

Generalmente, una fuente de carbono primaria para la mayoria de las bacterias es la glucosa y, dependiendo de la
bacteria, se han empleado diversos otros azucares y derivados de aztcares como fuentes de carbono secundarias.
Sin embargo, una fuente de carbono primaria también puede ser otro compuesto, por ejemplo, en el caso de
Pseudomonas, una fuente de carbono primaria puede ser un compuesto aromatico.

Las fuentes de carbono secundarias incluyen, por ejemplo, manosa, lactosa y melibiosa, sin que limiten a estas.

En el PTS, los diversos genes catabolicos implicados en el metabolismo de una fuente de carbono especifica son
controlados por proteinas reguladoras transcripcionales. Estas proteinas reguladoras transcripcionales pueden
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actuar como antiterminadores o activadores transcripcionales y solo son activas en presencia de una fuente de
carbono especifica (inductor). Se ha descubierto que Ell tiene un efecto de regulaciéon negativo (desactivante) hacia
su correspondiente proteina reguladora transcripcional por medio de la transferencia de grupos fosforilo a un sitio de
union especifico presente en la proteina reguladora transcripcional.

En ausencia de una fuente de carbono primaria y en presencia de la fuente de carbono inductora especifica de
promotor, el promotor es activado por su correspondiente proteina reguladora transcripcional, y los genes bajo el
control de este promotor son expresados. En ausencia de la fuente de carbono inductora, la proteina reguladora
transcripcional que regula el promotor es desactivada por la transferencia del grupo fosforilo desde su Ell al
respectivo sitio de union sobre la proteina reguladora transcripcional, desactivando con ello el promotor y deteniendo
la expresion de los genes bajo el control de dicho promotor.

En oftras circunstancias, en presencia de una fuente de carbono primaria preferida (independientemente de que
estén o no presentes fuentes de carbono secundarias menos preferidas), la expresion de los genes catabdlicos de
dichas fuentes de carbono secundarias es reprimida por la CCR.

En general, la presente invencién se basa en la inhibicion de la regulacion de la proteina reguladora transcripcional
especifica de fuente de carbono en ausencia de dicha fuente de carbono especifica. En particular, la presente
invencion se basa en evitar la represion o la desactivacion por la transferencia de un grupo fosforilo a través de la
correspondiente Ell a la proteina reguladora transcripcional.

Si se evita la represion de una proteina reguladora transcripcional especifica de una fuente de carbono, un promotor
para el cual dicha proteina reguladora transcripcional es un activador esta activo, independientemente de la
presencia de una fuente de carbono que sea un inductor para dicho promotor. Por consiguiente, no es necesaria una
fuente de carbono inductora para la expresién de un gen bajo el control de dicho promotor y, ademas, el gen se
expresa de modo continuo.

A la vista de lo anterior, la presente invencién emplea un promotor inducible por una fuente de carbono secundaria,
en el que el promotor es controlado por el PTS por un lado, y por la CCR por el otro.

Por consiguiente, la presente invencion busca prevenir la desactivacion de un promotor inducible por una fuente de
carbono empleado como promotor en la expresion de un polipéptido diana evitando la desactivacion de la proteina
reguladora transcripcional especifica para dicho promotor.

Segun una primera estrategia, este objetivo se consigue interrumpiendo la fosforilacién de la proteina reguladora
transcripcional por su Ell especifica, haciendo que al menos un sitio de unién de la proteina reguladora
transcripcional para el grupo fosforilo transferido por Ell sea incapaz de unirse al grupo fosforilo.

Para lograr esto, en el genoma de la célula hospedante bacteriana, el gen que codifica la proteina reguladora
transcripcional puede manipularse genéticamente para que el gen exprese una proteina reguladora transcripcional
que sea incapaz de unirse a un grupo fosforilo transferido desde ElI.

Segun una segunda estrategia, la fosforilacion se interrumpe delecionando, en el genoma de la célula hospedante
bacteriana, el gen que codifica Ell, es decir, la enzima que regula la actividad de la proteina reguladora
transcripcional.

Segun la presente invencion, la expresion de un polipéptido heterdlogo se coloca bajo el control de un promotor que
es especifico para la proteina reguladora transcripcional indicada anteriormente, para la cual se evita la
desactivacion por la transferencia del grupo fosforilo realizada por Ell por medio de la alteracion genética de la célula
hospedante bacteriana.

La presente invencion proporciona un sistema ventajoso para producir polipéptidos heterélogos mediante la
fermentacion de la célula hospedante bacteriana recombinante de la presente invencion, transformada con un vector
que comprende el acido nucleico heterélogo que codifica dicho polipéptido unido operablemente a un promotor
inducible por una fuente de carbono, en el que el promotor es activo incluso cuando no esta presente la fuente de
carbono inductora en el medio de fermentacién. Puesto que el promotor que controla la expresién de la secuencia de
acido nucleico que codifica el polipéptido diana aun se encuentra bajo el control de la represién por catabolitos de
carbono, no se produce expresion en presencia de una fuente de carbono primaria, tal como glucosa, sino que la
induccion se logra automaticamente cuando en el sistema se acaba la fuente de carbono primaria (autoinduccion).
Puesto que la actividad del promotor que controla la expresion del polipéptido heterdlogo es independiente de la
presencia de una fuente de carbono inductora, en el medio de fermentacion se logra la induccion de la expresion del
polipéptido diana sin que sea necesaria una fuente de carbono inductora.

La presente invencion resulta ventajosa porque las células hospedantes bacterianas recombinantes pueden
cultivarse hasta una alta densidad celular en presencia de su fuente de carbono primaria y, en cuando se alcanza la
densidad celular deseada, la produccion del polipéptido diana comienza automaticamente tras liberarse la represion
por catabolitos de carbono del promotor que controla la expresion.
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Otra ventaja de la presente invencion es que, en una fermentacion de alimentacion discontinua, durante la fase
discontinua no se produce o casi no se produce el polipéptido diana, es decir, existe una fuerte represién por
catabolitos.

Las células hospedantes bacterianas adecuadas para la presente invencion son aquellas que pueden utilizar mas de
una fuente de carbono, en las que la utilizacién de las diferentes fuentes de carbono esta sometida a la represién por
catabolitos de carbono y en las que el transporte de la fuente de carbono a través de la membrana y su fosforilacion
estan sometidos al sistema de fosfoenolpiruvato:carbohidrato fosfotransferasa.

Las células hospedantes bacterianas adecuadas para la presente invencion pueden ser bacterias Gram-positivas o
Gram-negativas. Los ejemplos preferidos son las que pertenecen al filo Firmicutes, y, en particular, las que
pertenecen a la clase Bacilli. Los ejemplos especificos son las del género Bacillus, tales como B. subtilis, B.
amyloliquifaciens, B. licheniformis, B. nafto, B. megaterium, etc., y otros ejemplos preferidos incluyen,
concretamente, Streptococcus, Staphylococcus, Lactobacillus, Escherichia u otros miembros de las enterobacterias,
sin que limiten a estas.

Generalmente, las Firmicutes son Gram-positivas y tienen una bajo contenido en GC. Un "bajo contenido en GC"
significa que menos del 52% de las pares de bases en el genoma bacteriano son pares GC. Por ejemplo, las
bacterias Gram-positivas, tales como Bacillus y Clostridium, contienen 40% o menos pares GC en el genoma.

Otras células hospedantes bacterianas adecuadas son las bacterias entéricas, tales como las que pertenecen al
orden Enterobacteriales. Los ejemplos de dichas bacterias entéricas son aquellas que son Gram-negativas, tales
como las que pertenecen al género Escherichia. Los ejemplos especificos son cepas de E. coli, tales como TG1,
W3110, DH1, XL1-Blue y Origami.

E. coliy las bacterias entéricas contienen aproximadamente 50% de contenido en GC en el genoma y, por tanto, son
organismos con un bajo contenido en GC.

Los organismos Gram-positivos y Gram-negativos se determinan segun el procedimiento de tincion Gram muy
conocido. Los organismos Gram-positivos son los que adoptan un color violeta con la tincion Gram convencional.
Los organismos Gram-negativos incorporan el contratinte y no el tinte Gram primario.

Existen diferentes mecanismos de CCR en Firmicutes y en bacterias entéricas que se han estudiado a fondo en
Bacillus subtilis y E. coli como organismo modelo (se remite, por ejemplo, a J. Stiilke et al., "Regulation of carbon
catabolism in Bacillus species", Annu. Rev. Microbiol., (2000), 54:849-880; Gorke B. y Stiilke J., "Carbon catabolite
repression in bacteria: many ways to make the most out of nutrients", Nat. Rev. Microbiol., (2008), 6:613-624; Gosset
G. et al.,, Transcriptome analysis of Crp-dependent catabolite control of gene expression in Escherichia coli, J.
Bacteriol. (2004), 186:3516-3524, Martinez-Antonio A. et al., Identifying global regulators in transcriptional regulatory
networks in bacteria, Curr. Opin. Microbiol., (2003), 6:482-489). Aunque el mecanismo global de la CCR es diferente,
el resultado es el mismo, es decir, que en presencia de una fuente de carbono primaria, los diversos operones
catabdlicos implicados en la captacion y la fosforilacion de las fuentes de carbono secundarias son reprimidos.

La célula hospedante bacteriana recombinante de la presente invencion se altera genéticamente para evitar la
represion de un promotor inducible por una fuente de carbono que controla la expresién de una secuencia de acido
nucleico heteréloga mediante la inhibicion de la desactivacion de la proteina reguladora transcripcional especifica de
promotor en ausencia de dicha fuente de carbono inductora.

Asi, en la célula hospedante bacteriana recombinante de la presente invencion, el promotor inducible por una fuente
de carbono que controla la expresidon de una secuencia de acido nucleico heterdloga se somete solo a la represion
por catabolitos de carbono. En presencia de una fuente de carbono primaria, la expresion del polipéptido heterélogo
es reprimida por la CCR.

Segun la presente invencion, el promotor inducible por una fuente de carbono estd en su estado activo
independientemente de la presencia de la fuente de carbono inductora, a menos que la represién por catabolitos de
carbono sea estimulada por una fuente de carbono primaria mas preferida.

Por tanto, la presente invencién proporciona la produccion de polipéptidos heterélogos sin que sea necesario un
inductor para inducir al promotor que controla el gen o genes que codifican el polipéptido.

En general, los promotores adecuados para la presente invencion son los promotores que estan sujetos a PTS y
CCR en células bacterianas. En particular, las respectivas proteinas reguladoras transcripcionales son activadores o
antiterminadores para el operén catabdlico bajo el control de dichos promotores. Estos promotores son conocidos en
la técnica. Los ejemplos de promotores adecuados para la presente invencion se indican en la siguiente tabla con
referencia al respectivo operon:

Operoén Regulador a) Tipo b) Inductor Organismo

sacPA SacT AT sacarosa B. subtilis
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sacB SacY AT sacarosa B. subtilis
bgl PH LicT AT B-glucosidos B. subtilis
licBCAH LicR A oligo-B-glucodsidos B. subtilis
levDEFG sacL LevR A fructosa B. subtilis
mtlAD MtIR A manitol B. subtilis
manPA-yjdF ManR A manosa B. subtilis
manR ManR A manosa B. subtilis
bglFB bglG BglG AT B-glucosidos E. coli
lacTEGF LacT AT lactosa L. casei
a: proteina reguladora transcripcional

b: A: activador

AT: antiterminador

A continuacion, la presente invencién se describira con mas detalle con referencia al operén de manosa de B.
subtilis. B. subtilis puede utilizar una pluralidad de diferentes mono- o disacaridos como fuente de carbono, tales
como glucosa, maltosa, sacarosa, manosa, manitol, y fructosa. Estos sacaridos son captados por el sistema PTS. El
transporte al interior de la célula y la fosforilacion estan mediados por la enzima Ell especifica para el respectivo
sacarido.

Como en muchas bacterias, la fuente de carbono preferida de B. subtilis es la glucosa. En presencia de glucosa, la
captacion de cualquier otro sacarido sujeto al PTS es reprimida por la CCR.

La estructura del operén de manosa se muestra en la figura 1, y el transporte de manosa hacia el interior de la célula
y su catabolismo se muestra en la figura 2. El operén de manosa de B. subtilis comprende tres genes catabolicos
(Kunst F. N. et al., "The complete genome sequence of gram-positive bacterium B. subtilis", Nature (1997), 390:249-
256).

El primer gen, manP, codifica la enzima Ell especifica de manosa, denominada ManP. La ManP lleva a cabo el
transporte de manosa a través de la membrana y, simultdneamente, la fosforilacion de la manosa a manosa-6-
fosfato El segundo gen, manA, codifica una manosa-6-fosfato isomerasa que convierte la manosa-6-fosfato en la
correspondiente fructosa-6-fosfato. La funcion del tercer gen, yjdF, aun es desconocida. Cadena arriba y en la
misma orientacion de estos tres genes, esta colocado un gen regulador, manR, que codifica la proteina reguladora
transcripcional denominada ManR.

El operon de manosa es un operon catabdlico regulado positivamente y esta controlado por dos promotores
diferentes. Un promotor, el promotor manR (PmanR), es responsable de la proteina reguladora transcripcional
ManR. El segundo promotor, el promotor manP (PmanP), es responsable de la transcripcion de los genes manP-
manA-yjdF (denominados conjuntamente "manPA-yjdF"). En presencia de manosa y en ausencia de glucosa, ManR
se une a PmanP y activa la expresion de manPA-yjdF. De modo sorprendente, se ha descubierto que ManR no solo
es la unica proteina reguladora transcripcional para el promotor de manPA-yjdF, sino que también es un
autorregulador para la propia manR.

La figura 3 muestra de modo esquematico la estructura de la proteina reguladora transcripcional ManR y los sitios de
fosforilacion potenciales. Tal como se muestra, ManR comprende dos dominios PRD ("PTS regulatory domain”,
dominio regulador de PTS), un dominio EIIA y EIIB, asi como un dominio HTH ("Helix-turn-Helix", hélice-vuelta-
hélice). Los PRD son dominios reguladores conservados presentes en proteinas reguladoras transcripcionales que
pueden ser fosforilados en el transcurso del catabolismo del carbono. Los dominios EIIA y EIIB son sitios de union
del grupo fosforilo transferido por ManP, el transportador Ell del operén de manosa. HTH es un motivo estructural en
una proteina capaz de unirse al ADN.

En ausencia del inductor manosa, el dominio EIIA y EIIB vy, finalmente, el dominio PRDI de ManR son fosforilados
por ManP, la Ell especifica de manosa del operén de manosa y, con ello, se inactivan.

Por consiguiente, segun la primera estrategia de la presente invencion, se evita la desactivacion de ManR en
ausencia del inductor manosa, si los sitios de fosforilacion en EIIA y/o EIIB de ManR son manipulados o los dominios
son delecionados, de modo que no pueden aceptar un grupo fosforilo.

Para conseguir esto, el gen manR en el genoma de la célula hospedante bacteriana se altera genéticamente
delecionando o manipulando la correspondiente secuencia de acido nucleico que codifica el respectivo o respectivos
sitios de fosforilacion en ManR.
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Ademas, segun la segunda estrategia de la presente invencion, se evita la desactivacion de los promotores del
operén de manosa mediante la interrupcion del transporte de manosa, lo cual puede llevarse a cabo mediante
delecion o inactivacion del gen que codifica ManP en el genoma de la célula hospedante bacteriana.

Estas alteraciones pueden realizarse alterando o delecionando, en la célula hospedante bacteriana, la secuencia
codificadora de los genes que codifican las proteinas implicadas en la fosforilacion de la proteina reguladora
transcripcional, en este caso, en el operéon de manosa, manR y/o manP.

Estas células hospedantes inactivadas ("knock-out") genéticamente alteradas pueden prepararse segun cualquiera
de los diversos métodos conocidos en la técnica para este fin. Por ejemplo, los vectores de recombinacion
homologos que contienen secuencias génicas diana homodlogas 5' y 3' de la secuencia de delecién del acido
nucleico diana pueden transformarse en la célula hospedante. Tras la recombinacion homdloga, puede producirse la
célula inactivada deseada.

Los métodos de inactivacion de genes son muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, la inactivacién de genes
mediante la insercion de un polinucledtido se ha descrito, por ejemplo, en Rdder D. L. et al., "Marker-exchange
mutagenesis of a pektate lyase isozyme gene in Erwinia chrys anthemy", J. Bacteriol. (1985), 164(1:51-56). Las
mutaciones o deleciones especificas en un gen pueden construirse empleando mutagénesis de maodulos, por
ejemplo, como se describe en Wells J. A. et al., "Cassette mutagenesis: an efficient method for generation of multiple
mutations at defined sites", Gene (1985), 34 (2-3):315-323, en la cual se realizan mutaciones directas o aleatorias en
una porcion seleccionada de un gen y después se incorporan en la copia cromosomica del gen mediante
recombinacion homaloga.

Los presentes inventores han descubierto que los promotores que regulan el operon de manosa, concretamente
PmanR y PmanPA-yjdF, son promotores fuertes y, por tanto, son candidatos prometedores para la produccion de
polipéptido heterélogos. Sin embargo, la manosa, la fuente de carbono que induce a estos promotores, es un azdcar
caro, lo cual, por ahora, limita el uso de los promotores inducibles por manosa.

Puesto que, segun la presente invencion, para la expresion de un polipéptido heterélogo en una célula hospedante
bacteriana no es necesaria una fuente de carbono inductora para iniciar la expresion, el uso de promotores, tales
como los promotores de manos, ademas resulta mas competitivo no solo a la vista de ser un promotor fuerte, sino
también por los costes.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere también al uso de los promotores del operén de manosa, PmanR'y
PmanPA-yjdF, como promotores para controlar una secuencia de acido nucleico heterdloga que codifica un
polipéptido diana en la célula hospedante bacteriana recombinante de la presente invencion.

La secuencia de acido nucleico procedente de B. subtilis que comprende la region de promotor del promotor manP,
tal como se emplea en diversos vectores de expresion, tales como pSUN284.1, se muestra en la figura 5,
destacandose el sitio de inicio de la transcripcion en un nucleétido de adenina, y las cajas -35 y -10 en cursiva y
negrita, y el final de manR esta marcado con una flecha, y los sitios de restriccion Bglll, Xbal, Aflll, Ndel y Nrul estan
subrayados. Se indica el codon de inicio del gen indicador lacZ.

La secuencia de acido nucleico obtenida de B. subtilis que comprende la regiéon del promotor del promotor manR se
muestra en la figura 4, destacandose el sitio de inicio de la transcripcion, y las cajas -10 y -35 en cursiva y negrita, y
el inicio del gen manR se indica con una flecha, y los sitios de restriccion Hindlll estan en negrita y subrayados, y la
secuencia cre putativa esta subrayada.

Las "regiones de promotor del operéon de manosa" significa las regiones de promotor que regulan la expresion de
manPA-yjdF, asi como de manR, con o sin la secuencia cre. El "promotor manPA-yjdF", tal como se denomina en la
presente, consiste fundamentalmente en la regiéon -35, la region -10 (caja de Pribnow), el sitio de inicio de la
transcripcion, y el sitio de unién a ManR.

El "promotor manR", tal como se denomina en la presente, consiste fundamentalmente en la region -35, la region -
10, el sitio de inicio de la transcripcion y el sitio de unién a ManR y, opcionalmente, una secuencia cre.

La secuencia cre ("catabolite repressive element", elemento represor de catabolitos) es una secuencia de ADN de 14
nucledtidos de longitud conservada a la cual se une CcpA ("catabolite control protein A", proteina A de control de
catabolitos), la proteina reguladora global de la CCR en Firmicutes. El mecanismo de la represién por catabolitos y la
activacion en B. subtilis se muestra en la figura 6. Mediante la union de la CcpA, complejada por la HPr fosforilada
en la serina-46 (proteina de histidina) a la secuencia cre, el promotor es reprimido. Esto representa un segundo
mecanismo de represion por catabolitos del operén de manosa. De esta forma, la expresion del gen regulador manR
es reprimida en presencia de glucosa. En consecuencia, esto inhibe la activacion del promotor manP. En presencia
de glucosa, las células captan glucosa a través de PtsG, un sistema de transporte dependiente de PTS similar al
transportador de manosa Ell. En la célula, los intermedios fructosa-6-fosfato (Fru-6-P) y fructosa-1,6-bifosfato (Fru-
1,6-DP) se acumulan y estimulan a la HPr-quinasa. La HPr-quinasa (HPrk) fosforila la HPr en la serina-46. Ser-46-
HPr forma un complejo con la proteina de union a ADN CcpA, que se une a los denominados sitios cre presentes en
muchos promotores reprimidos por catabolitos y activados por catabolitos de B. subtilis. Si el sitio cre esta cadena
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abajo de la secuencia de promotor -10 o se solapa con la secuencia -10, la unién del complejo Ser-46-HPr/CcpA
inhibe la expresion desde este promotor. Esta situacion se encuentra en el promotor manR (figura 4).

La secuencia de acido nucleico que comprende la regidon de promotor de manPA-yjdF preferiblemente comprende la
secuencia de acido nucleico de la figura 5 desde pb-80 hasta el codén de inicio de /lacZ (SEQ ID NO:1) y, mas
preferiblemente, la secuencia de acido nucleico de la figura 5 desde pb-80 e incluyendo pb-1, es decir, cadena arriba
del sitio de inicio de la transcripcién A en pb+1 (SEQ ID NO:2).

La secuencia de acido nucleico que comprende la regidon de promotor de manPA-yjdF preferiblemente comprende la
secuencia de acido nucleico de la figura 4 desde pb-122 hasta el codén de inicio de manR (SEQ ID NO:3), mas
preferiblemente, la secuencia de acido nucleico de la figura 4 desde pb-122 y pb+7, es decir, incluye la secuencia
cre putativa (SEQ ID NO:4), y, en particular, la secuencia de acido nucleico de la figura 4 desde pb-122 y pb-1, es
decir, cadena arriba del sitio de inicio de la transcripcién G en pb+1 (SEQ ID NO:5). Ambas regiones de promotor de
manP'y manR comprenden un sitio de union para la proteina reguladora transcripcional ManR (marcada en la figura
4 como IRI-R y en la figura 5 como IRI-P), que es el activador transcripcional para los promotores del operén de
manosa.

Segun otro aspecto, la presente invencion se refiere a dicha célula hospedante bacteriana genéticamente alterada
que comprende un vector con una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de interés unida
operablemente a un promotor inducible por una fuente de carbono, en la que el promotor del vector es regulado por
la proteina reguladora transcripcional por la cual la célula hospedante bacteriana ha sido genéticamente alterada
para que sea incapaz de la desactivacién en ausencia de la fuente de carbono especifica para dicha proteina
reguladora transcripcional.

Con respecto al anterior operén de manosa, el promotor del vector puede ser PmanR o PmanPA-yjdF, por ejemplo,
cualquiera de las secuencias de SEQ ID NO:1 a 5, asi como cualquiera de la anterior tabla.

Segun una realizacion de la presente invencion, en el vector utilizado en la presente invencion, puede incorporarse
un gen genéticamente alterado que codifica la respectiva proteina reguladora transcripcional incapaz de unirse a un
grupo fosforilo transferido por la respectiva Ell. Por consiguiente, en la célula hospedante bacteriana recombinante,
la proteina reguladora transcripcional no solo es expresada por el gen cromosémico, sino también por el
correspondiente gen integrado en el vector, lo cual produce una mayor concentracion de la proteina reguladora
transcripcional y una mejor induccién. Por ejemplo, cuando el promotor del vector es un promotor del operon de
manosa, el gen manR puede integrarse en el vector, en donde la secuencia de nucledtidos que codifica el dominio
ElIA ha sido delecionada (manRAEIIA).

Un vector adecuado para la presente invencion es preferiblemente un plasmido de replicaciéon auténoma o
autorreplicante, un coésmido, un fago, un virus o un retrovirus. Puede emplear una amplia diversidad de
combinaciones de hospedante/vector para la presente invencion. Los vectores de expresion Utiles, por ejemplo,
pueden consistir en segmentos de secuencias de acidos nucleicos cromosémicas, no cromosomicas y/o sintéticas.

Los vectores adecuados incluyen vectores con una gama de hospedantes especificos, tales como vectores
especificos, por ejemplo, de B. subtilis y E. coli, respectivamente, asi como vectores con una gama amplia de
hospedantes, tales como vectores Uutiles para bacterias Gram-positivas y bacterias Gram-negativas. Pueden
emplearse plasmidos de "bajo nimero de copias”, de "numero de copias intermedio" y de "alto numero de copias".

Por ejemplo, en B. subtilis, un plasmido de bajo nimero de copias es pAMbeta1, los plasmidos de numero de copias
intermedio son los derivados de pBS72, y un plasmido de alto nimero de copias es pUB110. Los vectores Uutiles, por
ejemplo, para la expresion en E. coli son pBR322, pUC18, pACYC177, pACYC184, pRSF1010 y pBW22 o sus
derivados, tales como el plasmido pBLL 15 o el plasmido pAKL15E.

La célula hospedante bacteriana genéticamente alterada de la presente invencion es incapaz de desactivar la
proteina reguladora transcripcional que controla el promotor en ausencia de la fuente de carbono inductora de dicho
promotor. Puesto que el promotor del vector esta controlado por la misma proteina reguladora transcripcional que el
respectivo promotor cromosomico, la expresion de la secuencia de acido nucleico heteréloga que codifica el
polipéptido diana continua, incluso en ausencia de la fuente de carbono inductora.

Ademas, la presente invencion proporciona un método para producir un polipéptido heterélogo en la célula
hospedante bacteriana recombinante genéticamente alterada de la presente invencion, que comprende las etapas
de:

a) cultivar, bajo condiciones que permiten la expresion del polipéptido, la célula hospedante bacteriana
genéticamente alterada de la presente invencién transformada con un vector que comprende la secuencia de acido
nucleico que codifica el polipéptido unida operablemente a un promotor, en el que el promotor del vector esta
regulado por la proteina reguladora transcripcional que no puede ser desactivada en ausencia de la fuente de
carbono especifica para la proteina reguladora transcripcional, y

b) recuperar el polipéptido de las células o del cultivo celular.
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Segun la presente invencion, la expresion del polipéptido diana comienza automaticamente en el momento en que
en el medio se acaba la fuente de carbono primaria, o cuando la concentracién de la fuente de carbono primaria
disminuye por debajo de un nivel requerido para la CCR. Para permitir que las células sigan creciendo después de la
induccion, la fuente de carbono primaria se introduce en el medio mas tarde a un nivel que no permita la represion
por catabolitos de carbono. Por ejemplo, la fuente de carbono primaria se introduce en una cantidad que es
inmediatamente consumida por las células, de modo que, en el caldo de fermentacién, casi no esté presente la
fuente de carbono primaria que estimularia la CCR.

En general, puede decirse que si la cantidad de la fuente de carbono primaria presente en el medio es mayor que
1,0 g/l se observa represion por catabolitos, mientras que si la cantidad es de 0,01 g/l o menor no se produce
represion por catabolitos de carbono. Puesto que el limite de la represion por catabolitos de carbono y la induccion
del promotor se correlaciona con la velocidad de crecimiento de las células que, a su vez, se correlaciona con la
cantidad de fuente de carbono primaria introducida en el medio o presente en el medio, la cantidad de fuente de
carbono primaria que no provoca la represion por catabolitos de carbono puede ajustarse controlando la velocidad
de crecimiento. Si a una velocidad de crecimiento concreta se produce la represién por catabolitos de carbono,
entonces la cantidad de fuente de carbono primaria afiadida al medio debe reducirse, reduciendo con ello la
velocidad de crecimiento hasta que se observe un valor en que no se produce la represion por catabolitos de
carbono.

Para la mayoria de los procesos de fermentacion, en la fase de induccion resulta adecuado el ajuste de la adicion de
Ia1fuente de carbono primaria hasta una cantidad que produzca una velocidad de crecimiento especifica de p < 0,2
h™.

En cualquier caso, para un proceso de fermentacion especifico puede determinarse con facilidad un valor adecuado
para una velocidad de crecimiento especifica u mediante la experimentacién habitual.

Los vectores usados, asi como la construccion y la transformacion del hospedante, son como se definid
anteriormente.

Como sistema de cultivo de células, un sistema continuo o discontinuo, tal como un cultivo discontinuo o un cultivo
de alimentacion discontinua, puede realizarse en tubos de cultivo, matraces de agitacion o fermentadores
bacterianos, etc. Preferiblemente, en la fase de induccidon cuando se expresa el polipéptido diana, la fuente de
carbono primaria se introduce exponencialmente en el medio de cultivo.

Para cultivar las células hospedantes bacterianas genéticamente alteradas pueden emplearse medios
convencionales, tal como se conoce en la técnica, tales como medios complejos como "medio de caldo de cultivo de
levaduras nutriente", un medio que contiene glicerol, tal como describen Kortz et al., J. Biotechnol. (1995), 39:59-65,
un medio de sales minerales segun describen Kulla et al., Arch. Microbiol., (1983), 135:1, un medio LB segun
describen Bertani et al., J. Bacteriol. (1951), 62:293-300, o un medio discontinuo para la fermentaciéon de E. coli
segun describen Wilms et al., Biotechnol. Biong., (2001), 73:95-103.

El medio comprende una fuente de carbono adecuada, por ejemplo, un azucar, tal como glucosa, para cultivar la
célula hospedante hasta una densidad celular deseada. Como fuente de carbono se emplea una fuente de carbono
primaria para la respectiva célula hospedante, que es diferente del inductor, que es una fuente de carbono
secundaria para dicha célula hospedante.

El medio puede modificarse segun sea apropiado, por ejemplo, afiadiendo otros ingredientes, tales como tampones,
sales, vitaminas, aminoacidos, antibidticos u otros micronutrientes, tal como conocen en general los expertos en la
técnica. También pueden utilizarse diferentes medios o combinaciones de medios durante el cultivo de las células.

En una realizacién de la invencién, se afiaden casaminoacidos al medio de cultivo. Se ha descubierto que la
presencia de casaminoacidos en el medio puede ayudar a suprimir la expresion de nivel basal. Generalmente, los
casaminoacidos pueden afiadirse en una cantidad del 0,05% al 0,1% (en p/v).

Segun una realizacion del presente método para producir un polipéptido heterdlogo, puede utilizarse una célula
hospedante bacteriana que comprende los genes que codifican el operéon de manosa en su genoma, es decir, para
la cual la manosa es una fuente de carbono secundaria y para la cual, por ejemplo, la glucosa es la fuente de
carbono primaria. Para ser adecuada como hospedante para el presente método, la célula bacteriana se transforma
para que sea incapaz de desactivar ManR, la proteina reguladora transcripcional que controla los promotores del
operon de manosa. Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos manP que codifica ManP puede delecionarse,
inhibiendo con ello la desactivacién de ManR por la fosforilacién a través de ManP.

En una célula hospedante bacteriana con manP delecionado se introduce un vector que comprende el promotor
PmanR o el promotor PmanP unido operablemente a la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido
diana.

La célula hospedante bacteriana recombinante se cultiva en un medio de cultivo adecuado para dicha célula
hospedante bacteriana, en el que el medio de cultivo puede contener glucosa y/o puede introducirse glucosa en el
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medio de cultivo en una cantidad suficiente para permitir que la célula hospedante bacteriana se multiplique y
reprima la expresion del polipéptido diana a través de la represion por catabolitos de carbono mediada por glucosa
del promotor de manosa contenido en el vector.

En cuanto el nivel de glucosa del medio disminuye por debajo de un valor requerido para la represién por catabolitos
de carbono, la represion por catabolitos de carbono del promotor de manosa se libera y el promotor de manosa
comienza la expresion del polipéptido sin necesidad de induccién por la manosa. Ademas, puesto que en el genoma
bacteriano, la secuencia de acido nucleico que codifica ManP esta delecionada, el promotor de manosa no puede
ser desactivado por la fosforilacion a través de ManP. Asi, el presente método permite la expresion de un polipéptido
diana bajo el control de un promotor inducible por una fuente de carbono especifica sin la presencia de la fuente de
carbono inductora.

Generalmente, durante la fase de induccion en el proceso de fermentacion que emplea una célula hospedante
bacteriana transformada con un vector que comprende un promotor del operén de manosa, la glucosa, siendo la
fuente de carbono primaria de los promotores del operén de manosa, puede ser introducida en el medio de
fermentacién en una cantidad que produzca una velocidad de crecimiento especifica u < 0,2 h™'. Ademas, se prefiere
la alimentacién exponencial.

La presente invencion resulta ventajosa porque los promotores que controlan la expresion de la secuencia de acido
nucleico heterdloga que codifica el polipéptido diana permiten una regulacién estrecha.

La adicion o la presencia de la fuente de carbono inductora no es necesaria.

Segun la presente invencion, el promotor esta en estado activo incluso sin fuente de carbono inductora, es decir, en
ausencia del inductor.

El promotor de manosa PmanP del operon de manosa de B. subtilis ha demostrado ser un promotor fuerte. Se
ofrece un andlisis detallado del operén de manosa en Sun T. et al., "Characterization of a mannose utilization system
in Bacillus subtilis", J. Bacteriol., 192, 2010, 2128-21309.

Las propiedades de control fuerte de la expresion de genes por PmanP capacita a este promotor para la produccion
heteréloga de polipéptidos valiosos. Sin embargo, los presentes inventores han descubierto que un sistema de
expresion de B. subtilis que incluya al operdon de manosa requiere una elevada cantidad de manosa para obtener
unas tasas de expresion alta permanentes. Se supone que la razéon del rapido consumo del inductor manosa es
porque la manosa es una de las fuentes de carbono favoritas de B. subtilis. Sin embargo, la manosa es un azucar
bastante caro, lo cual provoca que este sistema de expresidon sea econdmicamente inviable para aplicaciones
industriales a gran escala.

Tal como se indicé anteriormente, un sistema de expresidon ventajoso concreto seria un sistema que fuera
autoinducible, es decir, que ya no necesitase un inductor. Segun una realizacion preferida de la presente invencion,
dicho sistema de expresién autoinducible se obtiene haciendo que, en el operén de manosa del genoma de la célula
hospedante bacteriana, el gen manP sea incapaz de desactivar la proteina reguladora ManR evitando la fosforilacion
de los dominios similares y ElIA y EIIB de ManR por ManP.

Preferiblemente, el gen cromosémico manP se deleciona (mutante inactivado, "knockout" ).

En este sistema de expresion, el promotor PmanP solo esta bajo el control regulador de la CCR realizado por la
glucosa. Hasta que la glucosa se convierte en limitante, el regulador ManR no puede unirse a su sistema operador y
comenzar la expresion. Este sistema de expresion autoinducible es muy valioso para aplicaciones industriales,
puesto que apenas se produce una expresion de genes prematura.

Por ejemplo, en una fermentacion de alimentacion discontinua, casi no se observa expresion no deseada en la fase
discontinua y no es necesaria la adicion de ningun inductor para obtener altos niveles de expresién a lo largo de la
fase de alimentacion discontinua. Este sistema de expresion es particularmente adecuado para fermentaciones de
muchas células y permite obtener unas elevadas tasas de expresion.

El nuevo sistema de expresidon proporcionado por la presente invencion, en particular, el nuevo sistema de
autoinduccion, realiza una contribucion considerable a la mejora en el rendimiento del producto y a la reduccion de
los costes asociados con su aplicacién técnica.

Tal como se demuestra en los siguientes ejemplos, la presente invencién proporciona la produccion de polipéptidos
heterélogos mediante el cultivo de la célula hospedante bacteriana genéticamente alterada de la presente invencion,
en el que, durante el crecimiento de las células hospedantes bacterianas genéticamente alteradas y antes de la
induccion, solo se produce una expresion prematura muy baja del polipéptido, o no se produce en absoluto, es decir,
casi no se produce pérdida del promotor que controla la expresién de los genes que codifican el polipéptido.
Ademas, la produccién del polipéptido comienza inmediatamente después de la autoinduccion en elevadas tasas de
productividad con una alta productividad final.
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La anterior descripcion se entendera mejor remitiéndose a los siguientes ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos son
solo ejemplos de métodos de practicar la presente invencion y no pretenden limitar el alcance de la invencion.

I) Aislamiento e identificacion de las regiones de promotores del promotor manR y el promotor manP del operon de
manosa

A menos que se indique lo contrario, se han empleado los siguientes materiales y métodos:
Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Se emplearon E. coli JM109 (Yanisch-Perron C. et al., Gene, 33, 1985, 103-119) y Bacillus subtilis 3NA, una cepa no
esporulante de B. subtilis con una mutacion en el gen spo0OA (Michel J. F. et al., J. Appl. Bacteriol., 33, 1970, 220-
227) como hospedantes principales para la clonacion y la expresion. Otras cepas empleadas para los experimentos
de fermentacion fueron B. subtilis 3NA cepas mutantes TQ281 (spo0OA A manA:: ermc) (Sun T. et al., J. Bacteriol.,
192, 2010, 2128-2139) y TQ356 (spo0A A manP:: ermc) (véase a continuacion I, experimento 4, b). Las cepas se
cultivaron a 37°C en medio LB (Bertoni G., J. Bacteriol., 62, 1951, 293-300).

Las condiciones de seleccion fueron las siguientes: 100 ug ml” de ampicilina,100 ug ml” de espectinomicina, 5 ug
ml™" de eritromicina.

Para la induccion del promotor de manosa, se afiadié D-manosa esterilizada por filtracion o sometida a autoclave
hasta una concentracion final del 0,2% en p/v.

Materiales

Todos los productos quimicos se adquirieron en Sigma-Aldrich (Taufkichen, Alemania), Fluka (Buchs, Alemania) o
Merck (Darmstadt, Alemania). Los oligonucleétidos de ADN sintéticos se adquirieron en Eurofins MWG Operon
(Ebersberg, Alemania). Las enzimas de restriccion y las enzimas modificadoras del ADN se adquirieron en Roche
Applied Science (Mannheim, Alemania) o New England Biolabs (Frankfurt am Main, Alemania). Las PCR se
realizaron con ADN polimerasa High Fidelity de Fermentas (ST. Leon-Rot, Alemania) en un miniciclador TM de MJ
Research Inc. (Walthan, Massachusetts, EE.UU.).

Preparacion del ADN y transformacion

El aislamiento del ADN de E. coli y B. subtilis o del gel de agarosa se realizd con kits de preparacion de ADN de
Qiagen (Hilden, Alemania) o Roche (Mannheim, Alemania) segun indica el fabricante. Se emplearon técnicas
moleculares convencionales en los ejemplos.

E. coli se transformé con un ADN plasmidico como se describe en Chung C.T. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86,
1989, 2172-2175. B. subtilis se transformé con un ADN plasmidico segin el "método Paris" modificado (Harwood
C.R., Molecular Biological Methods for Bacillus, 1990, John Wiley & Sons Ltd., Reino Unido).

Medicién de la actividad -galactosidasa

Se trataron 0,1 ml de las células que se van a estudiar con 900 pl de tampdén-Z y 10 yl de tolueno durante 30 min a
37°C. La actividad B-galactosidasa se determind con o-nitrofenil-3-galactopirandsido a 22°C segun el método de
Miller (Miller J. H., 1972, Experiments in molecular genetics, Cold Spring Harbor, NY).

Oligonucledtidos (cebadores) utilizados

Tabla 1
Oligonucleétido Secuencia Objetivo
4693 5-AAA AAA ACG CGT GTT TAA ACT GAA TTT CTG CTG | Amplificacion con PCR
AAT ATA CA-3' de manR de B. subtilis
s4694 5-AAA AAA TCT AGA AAG TGT GAA TAA TAA GAT CTT G- | Amplificacion con PCR
3 de manR de B. subtilis
$4802 5-AAA AAA ACT AGT GTT TAA ACA GGG AAA AAT GCC | Cebador directo para la
TTT ATT AC3' amplificacion de Pranpoo
s4833 5'-AAA AAA GTT TAA ACC CCT GGC GAA TGG CGA T-3' | Amplificacion de spc del
plasmido pDG1730
s4835 5-AAA AAA GAA TTC ATT AGA ATG AAT ATT TCC CAA | Amplificacion de spc del
AT-3' plasmido pDG1730
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Oligonucleétido

Secuencia

Objetivo

s4956

&-AAT TGC GTC GAG ACC CCT GTG GGT CTCGTT TTT
TGG ATC CGG CGC CCA CGT GGC TAG CC-3'

Insercién del terminador
tufA

s4957 5-TTAAGG CTA GCC ACG TGG GCG CCG GAT CCA AAA | Insercion del terminador
AAC GAG ACC CAC AGG GGT CTC GAC GC-3 tuA
s5006 5'-Cy5-TAG CCT TTT TTATAG TTG TTC AGC CAC TGT- | Cebador marcado para la
3 extension con cebadores
s5007 5'-Cy5-ATC CAC GCC ATA ATG CAT GCC GCC ATT AAT- | Cebador marcado para la
3 extensién con cebadores
s5019 5'-tta agC TCT TAA GGAG GAT TTT AGA ATG GCT AAA | Region Tl de tufA
GAA AAATTCg-3
s5020 5'-tta agG AAT TTT TCT TTA GCC ATT CTAAAATCCTCC | Region Tl de  tufA
TTA AGA Gg-3 (compl.)
s5069 5-AAA AAA GAA TTC GAT ATC AGATCT ACGCGTTAA | PCR  del gen de
CCC GGG C-3° resistencia a eritromicina
s5070 5-AAA AAA CAA TTG AAT CGA TTC ACA AAA AAT AGG- | PCR  del gen de
3" resistencia a eritromicina
s5071 5'-AAA AAA AGA TCT CAT GGC AGG GCT TGA GAA-3' Delecion de manA
s5072 5-AAA AAAGAATTC TTATTT ACC TCT GTG CTT CTT- | Delecion de manA
3
s5097 5'-Cy5-CACTGTACCCTATCTGCGAAA-3' Cebador marcado para la
extension con cebadores
s5098 5'-Cy5-ATTGAGATAATCCTCGATCACTT-3' Cebador marcado para la
extension con cebadores
s5139 5'-aaa aaatgatca TTACTT GTA CAG CTC GTC-3' Cebador-f de PmanP-
eGFP
s5156 5'-aaa aaa tga tca ccg gtC GAT TGC CAC ATT AAA GG-3' | Cebador-r de PmanP-
eGFP
s5203 5'-GATATCCTGCACCATCGTC-3' Cebador inverso para la
amplificacion de  Pmanp
para el estudio de
promotores
s5208 5'-GGTACCATTTCTTGCTGAATA-3' Amplificacion de la region
de Pmanr de pSUN279.2
s5209 5'-CTTAAGCCTGTCAGTATCTACTTGAG-3' Amplificacion de la region
de Pmanr de pSUN279.2
s5234 5'-aaa aaa ccg CTC GTC TTC CTA AGC ATC CT-3' Cebador-f rep (pUB110)
s5235 5'-aaa aaa gaa tTC GAG ATC AGG GAA TGA GTT T-3' Cebador-r rep (pUB110)
s5236 5'-tta agA ATT AAA GGA GGA ATT CAA AAT GGC AGA CAA | Region Tl de gsiB
TAA CAA Ag-3°
5237 5-gatccTTTGTTATTG TCT GCC ATT TTGAATTCC TCC | Region Tl de gsiB
TTT AAT Te-3" (compl.)
$5262 5-AAA'AAA GCT AGC GTT TAA ACA AAA AGC GATT TTA | Cebador directo para la
ATG AGC TG-3" amplificacion de Pranpo
5362 5'-GGT ACC CCC GGG TAG CCT GGA TGG ATC AGA A- | Delecion de manP
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Oligonucleétido Secuencia Objetivo

s5363 5-ACT AGT GAATTC CTT TTC CAA TCG CA-3' Delecion de manP

s5407 5-AAA AAA GGC GCC GCT AGC TGG AGA ATA TAA CGG | Delecion de manP
TT-3

s5408 5-ACA CTC CTT AAG TCT AGA AA-3' Delecion de manP

5617 5'-GGA GGG GAG AAA ACA CCT A-3' Delecion de manA

s5618 5-AAA AAA GAT ATC TCA AGA AAATCC CCC GCT TT-3' | Delecién de manA

s5932 5-AAA AAA GCT AGC GTT TAA ACA GTA TAA AAATCG | Cebador directo para la
CTT TTT TCC-3" amplificacion de Prmanro

s5933 5-AAA AAA GCT AGC GTT TAA ACC GGAAGC TTC GGT | Cebador directo para la
AAA A’ amplificacion de Pranro

s5934 5'-GTG CAG GAG CTC GTT ATC-3' Cebador inverso para la

amplificacion de Pranro

Experimento 1:

Aislamiento del fragmento de ADN que porta las regiones de promotor del operéon de manosa y determinacioén de los
sitios de inicio de la transcripcion del promotor manR y del promotor manP

El ADN cromosomico de Bacillus subtilis 168 se aisl6 empleando el kit DNeasy Blood & Tissue Kit de Qiagen
(Hilden, Alemania).

Un fragmento de ADN de aproximadamente 2,3 kb con el gen manR completo y el promotor manR y la region
intergénica entre manR y manP con el promotor manP se amplificé del ADN obtenido mediante PCR empleando el
cebador s4693/s4694.

El fragmento de ADN obtenido de aproximadamente 2,3 kb se empled para un experimento de extensién con
cebadores para determinar los sitios de inicio de la transcripcion del promotor manR y del promotor manP.

Para el aislamiento del ARNm para la extensién con cebadores se construyd un factor de lanzadera a partir del
vector de E. coli plIC20HE (Altenbuchner et al., 1992, Methods Enzymol., 216, 457-466) y el vector de B. subtilis
pUB110 (MacKenzie et al., 1986, Plasmid, 15, 93-103). El vector contenia el gen lys como gen indicador, que
codifica la forma madura de la lisostafina de Staphylococcus simulans (Recsai et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 84, 1127-1131).

En este derivado de pUB110 de alto numero de copias se cloné el fragmento de ADN de 2,3 kb cadena arriba del
gen de lisostafina. El plasmido resultante se denominé pSUN178.4 y se introdujo en Bacillus subtilis 3NA.

El Bacillus subtilis 3NA con el plasmido pSUN178.4 se cultivd en medio LB con kanamicina. En la fase de
crecimiento exponencial, el cultivo se indujo con manosa al 0,2% en p/v. Después de 1 hora de crecimiento a 37°C,
las células inducidas y no inducidas se recolectaron. EI ARN total se aislé con el kit Qiagen-RNeasy Mini Kit.

Se emplearon los cebadores s5006, s5007, s5097 y s5098 marcados con Cy5 en el extremo 5'. Los cebadores
s5006 y s5007 se hibridaron respectivamente de +21 a +50 y de +76 a +105 con respecto al codon de inicio del gen
de lisostafina. Los cebadores s5097 y s5098 se hibridaron respectivamente de +81 a +101 y de +131 a +153 con
respecto al codén de inicio de manR.

Se emplearon los mismos cebadores para la reaccion de secuenciacion del ADN plasmidico de pSUN178.4, que
actud como patron de tamafio. Se emplearon la transcriptasa inversa de AMV y la ADN polimerasa de T7 de Roche,
respectivamente, para la transcripcion inversa y la secuenciacion del ADN. Los productos de la transcripcion inversa
y de la secuenciacion se analizaron en un gel de secuenciacion de poliacrilamida desnaturalizante (GE healthcare).
Todos los demas reactivos empleados fueron suministrados por el kit de secuenciacion Amersham Pharmacia
Biotech AutoRead.

El sitio de inicio de la transcripcién del promotor manP se determiné empleando el cebador s5006. Se prepararon las
reacciones de secuencia de ADN del plasmido pSUN 178.4 con el mismo cebador y se realizaron en el mismo gel
desnaturalizante para la comparacion.

La figura 5 muestra la secuencia de ADN alrededor del promotor manP destacandose el sitio de inicio de la
transcripcion en A (nucleétido de adenina). Las cajas -10 y -35 deducidas aparecen en cursiva, el final del gen manR
esta marcado con una flecha, y los sitios de restriccion para Bg/ll Nrul, Xbal, Ndel Afll estan subrayados. IRI-P
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indica una secuencia repetida invertida imperfecta, el sitio de unién de ManR putativo.

Se determind el sitio de inicio de la transcripcion del promotor manR, realizandose el aislamiento de ARN vy la
secuenciacion del ADN como se describié anteriormente con respecto al promotor manP, excepto que se empled el
cebador s5098 que se une al gen manR.

En la figura 4 se muestra la secuencia de ADN de la region del promotor manR destacandose el sitio de inicio de la
transcripcion en G (nucleotido de guanina), las cajas -10 y -35 deducidas en cursiva, el sitio de unién ribosémico
("ribosomal binding site", RBS) subrayado, y el inicio del gen manR se indica con una flecha, respectivamente. Los
sitios de restriccion y una secuencia cre putativa estan subrayados. IRI-R indica una secuencia repetida invertida
imperfecta, el sitio de unién de ManR putativo.

La transcripcion del promotor manR y, en particular, del promotor manP aumentd notablemente cuando las células
fueron inducidas por manosa, tal como puede observarse por las sefiales mucho mas fuertes en el experimento de
extension con cebadores.

Los cebadores utilizados se muestran en la anterior tabla 1.
Experimento 2

El experimento de extension con cebadores segun el experimento 1 localiza el sitio de inicio de la transcripcion del
promotor manP cerca del extremo 3' de la region intergénica entre manR y el comienzo de manP. Para determinar la
region del promotor manP con mas precision, el fragmento de ADN de 2,3 kb se acortdé paso a paso mediante
amplificacion con PCR, los fragmentos de secuencia obtenidos de longitudes diferentes se volvieron a clonar en el
mismo vector de expresion basico y se estudié la expresion.

a) Construccion del vector de expresion basico

Se construyé un vector de expresion con /lacZ sin promotor como gen indicador. El vector de expresion se disefio
como un vector de lanzadera capaz de replicarse en B. subtilis y en E. coliy se denominé pSUN272.1.

El gen indicador lacZ se corté con Ndel y Xmal de pLA2 (Haldimann A. et al., 2001, J. Bacteriol., 183, 6384-6393) y
se reasocié en pJOE5531.1, un derivado del vector de expresion inducible por ramnosa pWA21 (Wegerer et al.,
2008, BMC. Biotechnol., 8, 2) que contiene el terminador de la transcripcion de tufA de B. subtilis en el sitio Xmal. En
este plasmido se insertd una pareja de oligonucleotidos s4956/4957 entre los sitios de restriccion Aflll/IMunl para
afiadir el mismo terminador de la transcripcion tufA cadena arriba de lacZ. Asi, se evita la "lectura" desde los
promotores del plasmido hacia /acZ, asi como la "lectura" desde /acZ hacia las secuencias plasmidicas flanqueantes
por los terminadores. Un gen de resistencia a la espectinomicina spc para E. coli y B. subtilis se amplifico desde el
plasmido pDG1730 (Geurout-Fleury et al., 1996, Gene, 180, 57-61) con los oligonucledtidos s4833/4835 y se insertd
en el plasmido obtenido anteriormente. Ademas, la parte del vector de E. coli se acortd delecionando un fragmento
BspHI/Hindlll. Después, un fragmento EcoRI/Sphl con la regién de replicacion de B. subtilis pMTLBS72 (Lagodich et
al., 2005, Mol. Biol. (Mosk), 39, 345-348) se acopl6 en el plasmido.

El fragmento de ADN de 2,3 kb obtenido en el experimento 1 se inserté en pSUN272.1 delante de /lacZ mediante
digestion con Aflll y Nhel y reasociacion, obteniendo con ello el vector de expresion pSUN279.2 con el mapa de
plasmido que aparece en la figura 7.

Los cebadores utilizados se muestran en la anterior tabla 1.
b) Determinacion de la eficacia de expresion del vector pSUN279.2

Los plasmidos pSUN279.2 y pSUN272.1 obtenidos en a) anterior se introdujeron en B. subtilis 3NA. Este ultimo
actua como control del efecto de fondo. Las cepas de B. subtilis 3NA que portan uno u otro plasmido se cultivaron en
medio LB con espectinomicina y, en la fase de crecimiento exponencial, se afiadié manosa al 0,2%, manosa al 0,2%
mas glucosa al 0,2% o no se afiadié azucar (control no inducido) a los cultivos para la induccion. Después de una
hora de inducciéon se determind la actividad B-galactosidasa de las células mediante un ensayo de Miller. Los
resultados se muestran en la figura 8.

El cultivo no inducido de B. subtilis que contenia pSUN279.2 ya mostraba un nivel basal bastante alto de actividad -
galactosidasa. La presencia de manosa produjo otro aumento en 4 veces de la actividad B-galactosidasa, mientras
que la actividad con manosa y glucosa se redujo pero aun estaba bastante por encima del nivel basal. Los
resultados indican claramente que la actividad de promotor observada en pSUN279.2 puede surgir de la region entre
manR 'y manP, de la region cadena arriba de manR o de ambas.

Por tanto, la region cadena arriba de manR, asi como la mayor parte de manR se delecionan de pSUN279.2
cortando el fragmento de ADN de 2,3 kb de pSUN279.2, tal como se muestra en la figura 7, entre Sfol y Nrul para
producir el plasmido pSUN284.1.

Se transformd B. subtilis 3NA con el plasmido pSUN284.1 y se determiné la eficacia de la expresion como se indico
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anteriormente. El resultado se muestra en la figura 8. Tal como puede observarse en la figura 8, este vector
pSUN284.1 con manR delecionado mostré en B. subtilis 3NA solo aproximadamente la mitad del nivel basal de
actividad B-galactosidasa, comparado con pSUN279.2 en B. subtilis 3NA, un aumento ain mayor en la induccion por
manosa y de nuevo una mayor reduccion en presencia de glucosa. Estos resultados demuestran que el promotor
manP esta localizado entre manR y manP y que la copia cromosémica de manR es suficiente para regular todas las
copias del promotor manP en los plasmidos de bajo numero de copias.

c) Localizacion de la region de promotor manP

Para localizar la regiéon de promotor de manP, ademas del fragmento de ADN acortado de pSUN284.1, se
prepararon otros fragmentos de secuencia acortados a partir del fragmento de ADN de 2,3 kb amplificando los
fragmentos de ADN mediante PCR acortados en diferentes posiciones cadena arriba del sitio de inicio de la
transcripcion del promotor manP e insertando los fragmentos en pSUN272.1 tal como se muestra en la figura 5.

La delecion cadena abajo hasta pb -81 y pb -80 cadena arriba del sitio de inicio de la transcripcién de manP produjo
una segunda secuencia de delecion que comprende SEQ ID NO:1.

Se realiz6 otra delecidon cadena abajo hasta pb -41 y pb -40 cadena arriba del sitio de inicio de la transcripcion de
manP (tercera secuencia de delecion).

Los plasmidos que comprenden la segunda secuencia de delecion, pSUN290, y la tercera secuencia de delecion,
pSUN297.5 se construyeron de una manera similar al plasmido pSUN284.1 en 2b) anterior, insertando los productos
de la PCR amplificados con los cebadores s4802/s5203 y s5262/s5203, respectivamente, en pSUN272.1 a través de
las enzimas de restriccion EcoRV y Nhel.

Los plasmidos se insertaron en B. subtilis 3NA y se cultivaron como se indicé anteriormente en b). Después de 1
hora de induccion se determiné la actividad B-galactosidasa de las células como se indicé en b) anteriormente. Los
resultados se muestran en la figura 9.

Tal como se muestra en la figura 9, ninguna de las cepas con pSUN290 y pSUN284.1 mostré una diferencia
significativa con respecto a la inducciéon de lacZ por manosa. Sin embargo, en B. subtilis 3NA que comprende
pSUN297.5, la induccién por manosa fue completamente abolida y el nivel de expresion basal fue de casi 0. A partir
de estos resultados se deduce que el sitio de unién a ManR de la regién de promotor de manosa manP esta
localizado entre pb -80 y -35 con respecto al sitio de inicio de la transcripcion de manP.

Experimento 3: Determinacion del promotor manR
a) ldentificacion de la secuencia cre

Puesto que la mayor parte de la CCR en Firmicutes es mediada a través de la proteina A de control de catabolitos
("catabolite control protein A", CcpA), se realizé una busqueda de los respectivos sitios de union (secuencia cre) en
el operon de manosa completo empleando la funcion de alineamiento de ADN en el programa Clone Manager. Para
el alineamiento, se empled la secuencia consenso de cre 5-“-WWTGNAARCGNWWWCAWW-3'.

Solo en la regién de promotor de manR se encontrd una secuencia cre putativa, tal como se muestra en la figura 4,
que esta localizada cadena abajo de la caja -10.

b) Evaluacion de la eficacia de expresion del promotor manR

Para evaluar la eficacia de expresion del promotor manR se construyd un vector de expresion similar a pSUN284.1
tal como se indicé anteriormente y se denomind pSUN291. Después, se amplificé un fragmento de ADN que incluye
el promotor manR putativo y aproximadamente 600 pb cadena arriba de manR con el cebador s5208/s5209 y se
empled el ADN plasmidico linealizado de pSUN279.2 como molde y se inserté delante de /acZ en el plasmido
pSUN272.1 mediante digestion con Kpnl y Afllll y reasociacion.

La secuencia de ADN se muestra en la figura 4.

El plasmido pSUN291 se introdujo en B. subtilis 3NA y se midié la actividad B-galactosidasa como se indico
anteriormente en los experimentos 2b).

El resultado se muestra en la figura 10. En este caso, la expresion basal ya era relativamente elevada y aumento
aun mas mediante la adicién en una cantidad en tres veces de manosa al 0,2%. La adicion de glucosa condujo a la
represion de la actividad B-galactosidasa casi hasta el nivel de expresion basal. El resultado indica que el promotor
manR no solo es un promotor constitutivo débil sino que esta sujeto a la regulacion por CCR y manosa.

c) Localizacién de la region de promotor manR
Al igual que en el experimento 2c), para localizar también la regién de promotor de manR, se prepararon fragmentos

de ADN de diferente longitud a partir de la secuencia de ADN contenida en pSUN291 mediante una amplificacion
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con PCR del ADN con cebadores que se unen en diferentes posiciones cadena arriba del sitio de inicio de la
transcripcion del promotor manR (cebador s5932 y s5933) y un cebador que se une cadena abajo en el gen lacZ
(s5934) (figura 4).

Se obtuvo una primera secuencia de delecion acortando la secuencia que aparece en la figura 4 cadena abajo hasta
pb -82 y pb -81 cadena arriba del sitio de inicio de la transcripcion G, y la segunda delecién se obtuvo acortando
cadena abajo hasta pb -62 y pb -61 cadena arriba del sitio de inicio de la transcripcion G.

De forma analoga al experimento 2c), los fragmentos de la PCR se digirieron con endoR Sacl y Nhel y se acoplaron
al ADN de pSUN279.2 digerido con las mismas enzimas de restriccion, y los plasmidos resultantes se denominaron
pSUN385.2 y pSUN386.9, respectivamente.

Cada plasmido se insertd en B. subtilis 3NA y se cultivé como se indica en el experimento 2b. Después de una hora
de induccién se determiné la actividad B-galactosidasa de las células como se indicé en el experimento 2b. Los
resultados se muestran en la figura 10. No existe una diferencia significativa con respecto a la induccién de lacZ por
manosa de B. subtilis 3NA que comprende pSUN385.2, comparado con pSUN291. Sin embargo, en B. subtilis
pSUNS386.9 con la segunda secuencia de delecion, la induccién por manosa fue completamente abolida y el nivel de
expresion basal fue de casi 0. A partir de estos resultados se deduce que el sitio de unién a ManR de la region de
promotor de manosa manR esta localizado entre pb -81 y -35 con respecto al sitio de inicio de la transcripcion de
manR. El sitio de unién a ManR incluso puede solaparse con la secuencia -35, tal como aparece en los activadores
de clase |, puesto que la secuencia repetida invertida encontrada en el sitio de unién propuesto se extiende hacia la
secuencia -35 propuesta.

II) Construccion de una célula hospedante recombinante con regiones génicas genéticamente alteradas del operdn
de manosa

Experimento 4: Transformacion
a) Construccion del plasmido pMW168.1 como vector de expresion

Empleando la secuencia de acido nucleico de la regién de promotor manP introducida en el plasmido pSUN284.1, tal
como se muestra en la figura 5 y tal como se utiliza en el experimento 2c, se construy6 el plasmido pMW168.1 como
se indica a continuacion y se introdujo en B. subtilis 3NA como hospedante.

Se disefid un vector de lanzadera replicable en E. coli y B. subtilis tal como se indica en el experimento 2a) con la
excepcion de que se empleé eGFP como gen indicador en lugar de lacZ. Ademas, la region de inicio de la
transcripcion de manP fue sustituida por la del gen gsiB (proteina de estrés; Jurgen et al., supra). Con ello, también
el coddn de inicio de eGFP y 6 codones que siguen al codon de inicio fueron reemplazados.

La estructura esquematica del promotor obtenido y de la region de inicio de la transcripcion es la siguiente:

Bgi| Al BamH
|

)
‘manikR -35 -10 +1 SD  codén de inicio eGFP

Se muestra la disposicion de los genes (flechas) y las regiones (recuadros) con los sitios de restriccion pertinentes.

La secuencia de la region de inicio de la transcripcion gsiB usada fue:

5-cttaagAATTAAAGGAGGAATTCAAAATGGCAGACAATAACAAAggatee -3°
Afl SD codon de inicio BamHI

En general, el plasmido pMW168.1 se obtiene como se muestra en el diagrama de flujo de la figura 15.

En el diagrama de flujo, los nombres de los vectores-ADN, las inserciones-ADN y los oligonucleétidos
complementarios empleados se indican en los recuadros, y con respecto a los productos de la PCR, los cebadores y
el molde-ADN se indica entre paréntesis y las enzimas de restriccion utilizadas se indican en los sitios respectivos.

Las etapas de clonacion se realizaron con E. coli JM109.

Los plasmidos utilizados fueron pUC18, un vector de clonacién para los productos de la PCR con resistencia a
ampicilina (Yanosch-Perron et al., supra); pWA21, un vector de expresion y clonacion para E. coli con resistencia a
ampicilina (Wegerer et al., 2008, BMC Biotechnol., 8,2); pSUN202.4, un derivado de pUB110 con la region de
promotor manP y resistencia a amp y kan, que es un vector de lanzadera para E. coliy B. subtilis; y pSUN266.1, un
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derivado de pUC18 con un sitio de integracion entre las secuencias fery spc y resistencia a amp.

El plasmido pSUN266.1 es un derivado del vector de expresién inducible por ramnosa pWA21 en el que el promotor
de ramnosa y el gen eGFP han sido sustituidos por una secuencia que contiene dos terminadores de la transcripcion
del gen tufA de Bacillus subtilis en orientacion directa y separados por sitios de restriccion para BamHI, Smal y Afill
(véase la secuencia a continuacion), asi como un gen de resistencia a espectinomicina. Este Ultimo se amplificé a
partir del plasmido pDG1730 (Cuerout-Fleury et al., 1996) con los cebadores s4833 y s4835 (tabla 1). En la
construccion final de pMW168, el promotor de manosa y el gen eGFP se insertan entre las dos secuencias de
terminacion de la transcripcion tufA.

BamHI Smal Affll
AATTGCGTCGAGACCCCTGTGGGTCTCGTTTTITTGGATCCCCGGGACGTCGAGACCLCCTGTG
TTAACGCAGCTCTGGGGACACCCAGAGCAAAAAACCTAGGGGCCCTGCAGCTCTGGGGACAC

Pmel Hindlll

GGTCTCGTTTTTTGTITAAACAAGCTT

CCAGAGCAAAAAACAAATTTGTTCGAA

Secuencia de nucleétidos de las dos secuencias terminadoras tufA (negrita, cursiva) y sitios de restriccion entre la
secuencia y al final de esta (subrayado).

La sustitucion de la regién de inicio de la transcripcion que incluye el codén de inicio y los codones que siguen al
codon de inicio se realiz6 empleando oligonucledtidos complementarios y a través de los sitios de restriccion
individuales Bglll, Aflll y BamHI. La construccion del vector comenzé con la sustitucion de la region de inicio de la
transcripcion del gen 70 de T7 del vector pWA21 (Wegerer et al., supra) por la region de inicio de la transcripcion de
tufA de B. subtilis mediante los oligonucleétidos complementarios s5019 y s5020, respectivamente. En posteriores
etapas de clonacion, esta region de inicio de la transcripcion fue reemplazada por la de gsiB (oligonucleétidos
s§5236/s5237). El plasmido final pMW168.1 contenia el gen rep que incluye ori+ de pUB110.

El mapa de plasmido de pMW168.1 en la figura 11.
b) Cepa mutante de delecion que carece de manP (AmanP)
b1) Vector de insercion para la delecion de manP

Se empleo el vector de insercion pSUN356.7 para delecionar el gen manP que codifica la Ell especifica de manosa
del operén de manosa sobre el cromosoma de B. subtilis NA deficiente en la esporulacion, y la cepa obtenida se
denomind B. subtilis TQ356 (spo0OA manP::.ermC). Se emple6 un médulo de resistencia a eritromicina como
marcador de seleccion.

El vector pSUN356.7 es un derivado de pUC18 (resistencia a ampicilina) y contiene un gen de resistencia a
eritromicina flanqueado por secuencias de manR y manA y, fuera del médulo de sustitucion, un gen de resistencia a
espectinomicina. El gen de resistencia a espectinomicina se amplificé a partir de pDG1730 (véase anteriormente
para pSUN266.1). El gen de resistencia a espectinomicina fue amplificado a partir del plasmido pDG1730 por los
cebadores s5069 y s5070.

El extremo C-terminal del gen manR fue amplificado a partir de ADN de Bacillus subtilis por los cebadores s5407 y
s5408 y se insert6 en un lado del gen de eritromicina. El extremo N-terminal de manA fue amplificado a partir del
cromosoma de Bacillus subtilis por los cebadores s5362 y s5363 y se inserto en el otro lado del gen de resistencia a
eritromicina.

El mapa de plasmido de pSUN356.7 se muestra en la figura 12.

b2) Transformacion

B. subtilis TQ356 segun el anterior b1) se transformo con el plasmido pMW168.1 obtenido anteriormente en a1).
Medios utilizados:

a) Minimo de glucosa (MG):

209 (NH4)SO4
6,0 g KH2P04
14,0 g KzHPO4
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109 NasCitrato
0,2g MgSO,4*7 H20
50¢g Glucosa (por separado como una disolucion madre al
20-50%)
b) Medio I:
9,50 ml MG
0,20 ml Casaminoacidos (disolucién madre al 1%)
0,05 ml MgSO; (disolucion madre 1 M)
c) Medio I
8,00 ml MG
0,10 ml Casaminoacidos (disolucion madre al 1%)
0,05 ml MgSO; (disolucion madre 1 M)

La transformacion se realizé siguiendo el protocolo de Anagnostopulos et al., "Requirements for transformation in
Bacillus subtilis", J. Bacteriol. (1961), 81: 741-746. Una Unica colonia de cada cepa bacteriana se introdujo en 5 ml
de medio | y se incubé a 37°C en un agitador rotatorio durante la noche. Se trasladé 1 ml del cultivo de la noche
(DOeoo entre 1 y 2) a 8 ml de medio Il en un matraz Erlenmeyer con hendiduras de 100 ml y se incub6 a 37°C
durante 85 min. Después se transfiri6 1 ml de células competentes a tubos de ensayo de la empresa Schiutt
Company y se mezclaron con los respectivos vectores de insercion. Antes de mezclarse con las células
competentes, los vectores de insercidon habian sido cortados en un sitio no esencial con un Unico cortador. La
mezcla obtenida se precipité con isopropanol y se dejo acoplar a temperatura ambiente durante al menos 2 horas.

Después, las células transformadas obtenidas se incubaron a 37°C durante 30 min en un agitador rotatorio y se
centrifugaron a 4.500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. El sedimento se resuspendio en el liquido residual
y se cultivé en placa.

Experimento 5: Fermentacion
5.1 Materiales y métodos

En general, también para los experimentos de fermentacion se emplearon técnicas moleculares convencionales a
menos que se indique lo contrario.

Composicioén de los medios empleados para la fermentacion

El cultivo durante la noche y el precultivo n.° 1 se realizaron en medio de sales minimo de Spizizen (SMM) (Spizizen
J., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 44, 1958, 1072-1078), suplementado con casaminoacidos al 0,02% (en p/v) (BD
lecoT’V' Sparks Maryland, EE.UU.), asi como con 100 ug ml™" de espectinomicina para la seleccién de plasmidos y
5 ug ml” de eritromicina para la seleccion de cepas (en el caso de TQ281 y TQ356). El precultivo n.° 2 y el cultivo de
fermentacion (discontinuo) se realizaron utilizando un medio mlneral modificado de Wllms et al. (Wilms B. et al
Biotechnol. Bloeng 73, 2001, 95-103) que consiste en: 1, 0 g I'" de (NH4)2-H-citrato, 2,0 g I'" de Na2S0a, 2,68 g I
de NH4SO4, 0,5 g I de NH4CI, 14,6 g I de K2HP04, 4,0 g1-'de Na;HPOa x 2 H,0, 1,0 g I de MgSO4 x 7 Hx0, 3 ml
I'" de disolucion de oligoelementos (TES), 5 g I" de glucosa para el precultivo n.° 2, y 25 g I" de glucosa para el
medio discontinuo.

TES contlene 0,591 de CaCIz, 0,18 g I'" de ZnSO4 x 7 HZO 0,1 g I'" de MnSO4 x H,0, 10,05 g I de Nax-EDTA,
8,35 g 1" de FeCls, 0,16 g I'" de CuSO4 x 5 H,0, y 0,18 g I de CoCl; x 6 H20. EI medio de alimentacion para las
fermentaciones de alta densidad de células contenia 200 g I de glucosa, 7,89 g I" de MgSO, x 7 H;0, 40 ml "' de
TES, y 63,36 g I'" de (NH4);HPO4 cuando se emplea un reactor KLF. El pH se ajustd a 3,3 para asegurar la
solubilidad de todos los componentes. Se emplearon dos medios de allmentaC|on distintos cuando se utlllza un
reactor de 30 I. El primer medlo contenia 654,76 g I"' de glucosa x H;0, 23,5 g I'" de MgSO,4 x 7 H;0, 120 ml I de
TES, y el segundo 396 g I 'de (NH4)2HPO,. Para la induccion del promotor de manP, se empleo una disolucion de D-
manosa al 20% (en p/v) o una disolucién de alimentacion distinta que contenia 200 g I'" de manosa, 7,89 g I
MgSO4 x 7 Ho0, 40 ml I de TES, y 63,36 g I”' de (NH4):HPOs,.

Condiciones de precultivo y de cultivo de alimentacién discontinua

Colonias individuales de placas de agar LB se inocularon en 5 ml de SMM y se incubaron durante la noche durante
al menos 14 h a 37°C. Se transfirieron 25 ml de SMM a matraces de agitacion de 250 ml y se inocularon con el
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cultivo de la noche para lograr una densidad o6ptica de 0,05 (precultivo n.° 1) a 600 nm (DOego). Después de 5 h de
incubacion a 37°C, se emplearon 20 ml del precultivo n.° 1 para inocular 200 ml del precultivo n.° 2 en matraces de
agitacion de 1000 ml (precultivo n.° 2). Después de 7 h mas de incubacion a 37°C, el medio del cultivo discontinuo
se inoculd con el precultivo n.° 2

Se empled un montaje de fermentacion de alimentacion discontinua y optimizado para E. coli con glucosa como
principal fuente de carbono (Korz D. J. et al., J. Bacteriol., 39, 1995, 59-65; Wilms, supra). El volumen discontinuo
fue de 1,5 | cuando se emplea un fermentador de laboratorio pequefio de 3,7 litros KLF (Bioengineering AG, Wald,
Suiza), y un volumen de alimentacién de 1,0 I. En el caso del fermentador de laboratorio de 30 litros D598 (LF;
Bioengineering AG, Wald, Suiza), el volumen discontinuo fue de 8,0 |, el medio de alimentacion de glucosa de 4,2 1y
el medio de alimentacion de amoniaco de 1,0 I. Los medios de glucosa y amoniaco se introdujeron en el reactor en
una proporcion de 81%:19%. El medio de alimentacion se introdujo en el biorreactor segun:

F(t) = [(ser / Yxus) + m] x [{Cxo x Vo) 1 Cso] x eXp{User % ) Ec. 1

en la que F (I h™") es la velocidad de alimentacion, pset (™) es la veIomdad de crecimiento especifica deseada, m (g
g' h") es el coeficiente de mantenimiento especifico (= 0,04 g g"' h™), YX/S es el coeficiente de rendimiento de
biomasal/sustrato especifico (aproximadamente 0,5 para la glucosa), Cyx (g I'') es la concentracic’m de biomasa al
inicio de la alimentacion, V; (1) es el volumen del reactor al inicio de la alimentacion, Cs (g 1) es la concentracion de
glucosa en la disoluciéon de alimentacion, y t (h) es el tiempo después del inicio de la alimentacién. Se eligié una
velocidad de crecimiento especifica y de 0,1 h' para evitar la produccién de subproductos no especificos y no
deseados y para evitar la limitacion del oxigeno.

La fase discontinua se realizé a 37°C hasta que la temperatura se desplazé hasta 30°C con el comienzo de la fase
de alimentacion discontinua para evitar la formacién de cuerpos de inclusion no deseados de la proteina heteréloga
expresada. El pH se ajusto a 7,0 con NHsOH al 24% (en v/v) y HsPO4 al 20% (en v/v), respectivamente. El valor de
pO- se mantuvo por encima del 50% de saturamon ajustando automaticamente la veI00|dad del agitador. La tasa de
aireacion se mantuvo constante a 2 | min™ cuando se emplea el KLF, y entre 15-25 | min” ' cuando se emplea el LF.
La sobrepresion se mantuvo a 0,5 bares. La densidad celular se midié determinando la DOgoo periédicamente con el
espectrofotometro de UV/visible Uttrospec™ 1100 pro (GE Healthcare, anteriormente Amersham Blosmences Reino
Unido). El peso seco celular (psc) se calculéd multiplicando el valor de la DOgoo por el factor de 0,322 gpsc I , que se
obtuvo como un valor promedio después de varias determinaciones de la humedad con MB 835 Halogen (Ohaus
Corporation, Pine Brook, Nueva Jersey, EE.UU.) durante las fermentaciones. Se empled el paquete de software
Biolog 1.7 (Institute of Biochemical Engineering, Universidad de Stuttgart, Alemania [http://www.ibvt.uni-stuttgart.de])
para controlar los parametros de la fermentacion. Las fermentaciones de alimentacion discontinua terminaron
después de aproximadamente 40 h de tiempo del proceso.

Mediciones de fluorescencia en linea y fuera de linea

Para seguir el rastro de la tasa de expresiéon de la eGFP recombinante producida a tiempo real, se emple6 una
sonda de fluorescencia (Mikropack HPX-2000, High Power Xenon Lightsource; Ocean Optics, Inc.; espectrometro de
fibra éptica S2000; Dunedin, Florida, EE.UU.) dentro del biorreactor. La longitud de onda de extincion fue de 485 nm,
mientras que la emision se detectd a 535 nm y se registrd en linea con el paquete de software Spectra Suite (Ocean
Optics, Dunedin, Florida, EE.UU.). La luz de fluorescencia se condujo a través de un filtro 6ptico con una potencia de
0,6. El tiempo de integracion de la sonda fue de 50 mseg. Debido a que el software solo puede contar valores de
hasta 4.000 cuentas, el tiempo de integracion se redujo paso por paso junto antes de alcanzar niveles mas elevados.
Por tanto, los recuentos de fluorescencia se multiplicaron después por el correspondiente factor de reduccién para
obtener los valores que se corresponden con 50 mseg. Los valores medidos son especificos para un volumen de
reactor concreto.

Ademas, se realizaron mediciones fuera de linea de la actividad fluorescente empleando el lector de microplacas
SpectraFluor (Tecan Group Ltd., Mannedorf, Suiza). Por tanto, 3 x 250 pl del cultivo celular no diluido se midio en
placas de 96 pocillos (Greiner-Bio One GmbH, Frickenhausen, Alemania) empleando 3 x 250 pl de medio
discontinuo como valor de blanco (filiro de excitacion: 485 nm; filiro de emisidon: 535 nm; ganancia (manual): 60;
tiempo de integracion: 20 pseg; numero de flashes: 3; modo de lectura: superior). El promedio de los valores de
blanco se rest6 del promedio de las muestras para obtener el valor final. El cultivo celular se diluyé en medio
discontinuo en cuanto alcanzé las 20.000 cuentas.

A partir de una calibracién frente a un patrén de eGFP interno purificado (aproximadamente 95% de pureza, 1,3 g I
) puede deducirse que aproximadamente 120.000 de cuentas medidas fuera de linea se corresponden con 1 gecrp
I". Puede demostrarse que existe una coherencia lineal entre los valores medidos en linea y fuera de linea que
ofrece una correlacion de 1,5 gearp I por 7470 de cuentas medidas en linea.

Determinacion de la estabilidad del plasmido
La estabilidad del vector pMW168.1 se determiné midiendo la fraccion de las células que contienen plasmidos segun

Harwood y Cutting (Harwood C. R. et al., Molecular Biological Methods for Bacillus, 1990, John Wiley & Sons Lid.,
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Chichester, Reino Unido).
Analisis de proteinas mediante SDS-PAGE

Los extractos de células brutos se obtuvieron como sigue: 10" células se recolectaron y se centrifugaron. Las
células sedimentadas se resuspendieron con 1 ml de tampdn fosfato de sodio 50 mM (pH 7,5) y se solubilizaron
empleando sonido ultrasénico (Heat Systems-Ultrasonics, Inc., sonicador modelo W-385, Farmingdale, Nueva York,
EE.UU.; 3 x 30 seg, 50% de ciclo de trabajo). Se obtuvo la fraccién de proteina soluble del sobrenadante después
de la centrifugacion, y la fraccion insoluble se obtuvo resuspendiendo el sedimento con 1 ml de tampdn fosfato de
sodio 50 mM (pH 7,5). Las fracciones de proteinas se analizaron mediante SDS-PAGE (Laemmli U.K., Nature, 227,
1970, 680-685; LeBlanc D. J. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 35, 1991, 1804-1810).

5.2 Fermentaciones de alta densidad celular empleando B. subtilis 3NA/pMW168.1.

Se ensayo el sistema de expresion de manosa con B. subtilis 3NA/pMW168.1 en fermentaciones de alimentacion
discontinua. Se emple6 un montaje tal como se ha descrito previamente (Korz et al., Wilms et al., supra).

En la primera fermentacion, realizada en un reactor de agitaciéon LF, se afiadié un cantidad extra de D-manosa al
0,2% (en p/v) al caldo de cultivo inmediatamente al comienzo de la fase de alimentacion discontinua. La sefal de
fluorescencia de la sonda, que hasta ese momento no mostraba una fluorescencia significativa, aumenté con mucha
rapidez justo después de la induccién. Después de alcanzar un valor maximo de aproximadamente 2.200 cuentas
después de 4 h en la fase de alimentacion discontinua, la sefial comenzd a descender de nuevo de modo constante.
Esta disminucion vino acompafiada del consumo del inductor (medido mediante HPLC, los datos no se muestran). Al
final de proceso se produjeron 0,2 gegrr || 0 3 Mgearp pOT Opsc. ENn una segunda fermentacion, se empleé una
alimentacion de D-manosa exponencial adicional. Esta comenzé de modo simultaneo con la alimentaciéon de
glucosa, manteniendo la concentracion global de azicar de ambas alimentaciones tan alta como en la primera
fermentacion. La sefal de fluorescencia comenzo justo después de la adicion del inductor y se extendid hasta el final
del proceso. Se afiadié una cantidad global de 50 g de D-manosa al caldo del reactor para mantener este aumento.
Con este régimen de induccion, se produjeron 2,1 gecrp I" o053 MQgeGFP POr gpsc. LOS resultados detallados de las dos
fermentaciones realizadas con B. subtilis 3NA/pMW168.1 se resumen en la tabla que aparece en el apartado 5.5
Resultados.

La produccion de eGFP aumentd a lo largo de toda la fase de alimentaciéon, pero de modo mas lento que la
produccion de biomasa. La comprobacion de la estabilidad del plasmido reveldé que aproximadamente 95% de las
células aun portaban el vector al final de ambos procesos de fermentacion.

5,3 Desarrollo y aplicacion de un sistema de expresion autoinducible en la fermentacion de alta densidad celular
empleando la cepa AmanP TQ356.

La cepa de B. subtilis AmanP TQ356 muestra una expresion constitutiva bajo condiciones no inductoras desde
PmanP, asi como un efecto de CCR cuando esta presente la glucosa (Sun T. et al., supra). Esta cepa se transformé
con pMW168.1, lo cual condujo a colonias fluorescente bastante pequefias. Después de la adicién de glucosa al
0,5% (en p/v) al medio de seleccion, el crecimiento de las colonias se normalizé. En experimentos con matraces de
agitacion se lograron altos niveles de expresion cuando la glucosa se acab6 (los datos no se muestran).

Después se utilizd B. subtilis TQ356 que porta pMW168.1 para una fermentacion de alimentacion discontinua (figura
13). En la fase discontinua, no pudo detectarse una fluorescencia significativa similar a la fermentacion discontinua
de las cepas de B. subtilis 3NA/pMW186 y TQ281/pMW168. Cuando comienza la fase de alimentacién discontinua,
la sefial de fluorescencia de la sonda del reactor comienza a aumentar de modo continuo. Después de 36 h de
tiempo global de fermentacion, el nivel de expresion en las células alcanzé un maximo, tal como puede observarse
por un valor YP/X constante de 14,6% hasta el final del proceso de fermentacion, lo cual se corresponde con una
productividad especifica constante. Se produjeron casi 10 gecrp I, que se corresponden con 146 mg de eGFP por
Jpsc Sin la adicion de ningun inductor. Los resultados de la fermentacion se resumen y se comparan con las otras
fermentaciones realizadas en la tabla que aparece en el apartado 5.5 Resultados. Se realizé6 una SDS-PAGE para
tener una idea acerca del porcentaje de eGFP expresado en comparacion con la proteina total (figura 14). Tal como
puede observarse, al menos 20% de la proteina total son moléculas de eGFP. Solo una pequefia fraccion es
insoluble y esta presente en forma de cuerpos de inclusion (figura 14, carril 7). También se analiz6 el sobrenadante
del caldo de cultivo sin diluir mediante SDS-PAGE (figura 14, carril 8) y se midié de modo espectrofotométrico. En el
sobrenadante se descubrié aproximadamente 1% de la eGFP total medida, lo cual puede ser debido a la lisis celular
que se produce a lo largo del proceso de fermentacion.

Se comprobd la estabilidad del plasmido y la morfologia celular a lo largo del proceso de fermentacion.
5.4 Resultados

Los resultados de los ensayos de fermentacion de 5.2 a 5.3 se resumen en la siguiente tabla. Comparacion de las
fermentaciones realizadas con respecto a los diferentes regimenes de induccion y cepas de B. subtilis utilizadas con
el vector de expresion pMW168.1.b
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Cepa de régimen reactorde Atp[h] Cx, final Xsa  Cp, final  Pecre, final Yeix o [Qecrr qp[geG,zpl'1
B. subtilis de agitacion Gose " [Gpse]  [Gecre Il [g] [%]  Gpsc'h] !
con pMW induccion

168.1

3NA UA FL 22,5 73 897 0,2 2,8 0,3 0,14 x 10° 0,01
(man")

3NA AE KLF 23,8 39 103 21 55 53 2,32x10° 0,09
(man®)

TQ356 Al FL 23,5 67 758 9,8 111 146 6,23x10° 0,40
(AmanP)

b abreviaturas y descripciones de los parametros: UA: una unica adicion del inductor (manosa); AE: alimentacion
exponencial del inductor (manosa); Al: autoinduccion; final: al final del proceso de fermentacion; LF: fermentador de
laboratorio de 30 litros; KLF: fermentador de laboratorio pequefio de 3,7 litros; Atfb: momento/duraciéon de la
alimentacion discontinua, final: al final de la fermentacién; Cx, final: concentracién en peso seco celular; Xfinal: peso
seco celular; cP, final: concentracién del producto; PeGFP, final: producto absoluto (eGFP); YP/X: producto por g de
peso seco celular; rP: productividad especifica, gP: productividad volumétrica.

Tal como muestran estos resultados, durante la fase discontinua casi no se produce expresion de la eGFP
indicadora. En la fermentacién autoinducible de 5.3, el inicio de la autoinduccién al principio de la fase de transicion
con limitacién de glucosa entre la fase discontinua y la fase de alimentacion discontinua de la fermentacion y su
mantenimiento a lo largo de la fase de alimentacion discontinua con limitacion de glucosa interior condujo a una
aumento en tres veces del rendimiento del producto hasta 146 mg GPF por gpsc.

5.5 Andlisis

En las fermentaciones 5.2 a 5.3 se emplearon sistemas de expresion de B. subtilis que comprenden el promotor de
manosa PmanP en el vector pMW 168.1 para estimular la expresién de eGFP. El promotor PmanP ha demostrado
ser un promotor fuerte que se activa tras la adicién de D-manosa.

En la fermentacién 5.2, la cepa deficiente en esporulacién de B. subtilis 3NA, que habia sido transformada con este
vector, condujo a unos altos niveles del producto, concretamente 2,1 gecrp I Comparado con un sistema
recientemente descrito con B. megaterium (Stammen et al., Appl. Environ. Microbiol., 76, 2010, 4037-4046), un
sistema de hospedante prometedor para la producciéon de proteinas recombinantes, el sistema de B. subtilis
conduce a mejores resultados. El sistema de produccion de proteinas de B. megaterium intracelular, que es
inducible por xilosa, produce 1,25 gepr I que se corresponde con 36,8 mg por gpsc en las fermentaciones de
alimentacion discontinua. Ademas, Stammen et al. (supra) emplean antibidticos hasta el final del proceso de
fermentacion, con el resultado de que no se pierden plasmidos durante el proceso de fermentacion.

La fermentacion 5.2 demuestra que el sistema de manosa es bastante eficaz con respecto a las productividades,
pero sin embargo la Unica adicion del inductor no conduce a unas tasas altas de expresion permanentes. Esto es
debido al consumo rapido del inductor manosa, puesto que es una de las fuentes de carbono favoritas de B. subtilis.

Asi, la presente solicitud se refiere a un método para producir un polipéptido heterélogo en la célula hospedante de
B. subtilis deficiente en la esporulacion, que comprende la etapa de transfectar la célula de B. subtilis deficiente en la
esporulacién con un vector que contiene el promotor manP unido operablemente a la secuencia de nucleétidos que
codifica el polipéptido, cultivar la célula hospedante transformada en un medio bajo condiciones adecuadas para
permitir la expresion de dicho polipéptido y recuperar el polipéptido de la célula o del cultivo celular, en el cual la
expresion del polipéptido es inducida por la adicién del inductor manosa. En una realizacion preferida de la presente
solicitud, el inductor manosa se afiade al comienzo de la fase de alimentacion discontinua. En otra realizacion
preferida, el inductor manosa se afiade primero al comienzo de la fase de alimentacion discontinua y se realiza una
segunda adicién de manosa durante el crecimiento exponencial simultaneamente con la alimentacion de glucosa.

En el ejemplo 5.3 se muestra un régimen de induccién que ya no necesita de inductor. Este sistema autoinducible se
puso en practica con la cepa AmanP TQ356 y el vector de expresion pMW168.1.

En una cepa sin transportador, como TQ356, el promotor de manosa solo esta bajo el control regulador de la CCR
realizada por la glucosa que es el caso, por ejemplo, de la fase discontinua de un proceso de fermentacion. Se abole
el efecto regulador negativo del transportador cognado ManP. No obstante, el regulador sigue en estado inactivo
siempre que esté la glucosa presente. Ademas, no existen cantidades suficientes de ManR puesto que el sitio del
operador manR esta bloqueado. Hasta que la glucosa se convierte en limitante, el regulador ManR no puede unirse
a su sistema operador y comenzar la expresion. Este sistema de autoinduccién hace que sea innecesario el
inductor, bastante caro. Esta estrategia de induccién sofisticada es muy prometedora para aplicaciones industriales,
puesto que no se produce una significativa expresion basal en la fase discontinua y no es necesaria la adicion de
ningun inductor para obtener altos niveles de expresion a lo largo de la fase de alimentacion discontinua.
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Mas alla de esto, ademas pueden obtenerse unas tasas de expresion relativamente altas combinadas con unas
productividades altas, comparado con la fermentacion 5.2. Pueden producirse casi 10 g I" de proteina recombinante
(eGFP) que se corresponde con 146 mgecrp POr gpsc. El producto se distribuyé de forma homogénea en las células
debido a su solubilidad, tal como puede observarse mediante microscopia de fluorescencia y analisis de SDS-PAGE.
La alta tasa de expresion, es decir, la alta productividad, puede mantenerse a un nivel elevado constante hasta el
final del proceso de fermentacion.

Asi, la presente solicitud se refiere ademas a un método para producir un polipéptido heterélogo en una célula
hospedante de B. subfilis sin transportador, tal como una célula deficiente en el gen manP, que comprende la etapa
de transfectar la célula de B. subtilis sin transportador con un vector que contiene el promotor manP unido
operablemente a la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido, cultivar la célula hospedante transformada
en un medio bajo condiciones adecuadas para permitir la expresion de dicho polipéptido y recuperar el polipéptido
de la célula o del cultivo celular, por lo cual la expresion del polipéptido no es inducida por manosa, sino que esta
bajo el control de la glucosa.
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<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador s5097

<220>

<221> caracteristica_nueva
<222> (1)..(1)

<223> Cy marcado

<400> 21
cactgtaccc tatctgcgaa a

<210> 22
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador s5098

<220>
<221> caracteristica_nueva
<223> Cy marcado

<400> 22

attgagataa tcctcgatca ctt 23

<210> 23
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador s5139

<400> 23
aaaaaatgat cattacttgt acagctcgtc

<210> 24
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador s5156

<400> 24

aaaaaatgat caccggtcga ttgccacatt aaagg

<210> 25
<211> 19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador s5203

<400> 25
gatatcctgc accatcgtc 19

<210> 26
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>

ES 2636910 T3

30

35
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<223> cebador s5208

<400> 26
ggtaccattt cttgctgaat a

<210> 27
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> cebador s5209

<400> 27
cttaagcctg tcagtatcta cttgag

<210> 28
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> cebador s5234

<400> 28
aaaaaaccgc tcgtcttcct aagcatcct

<210> 29
<211> 31
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> cebador s5235

<400> 29

ES 2636910 T3

21

26

29

aaaaaagaat tcgagatcag ggaatgagtt t 31

<210> 30
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> cebador s5236

<400> 30

ttaagaatta aaggaggaat tcaaaatggc agacaataac aaag

<210> 31
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> cebador s5237

<400> 31

gatcctttgt tattgtctge cattttgaat tcctecttta attc 44

<210> 32
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> cebador s5262

<400> 32

30
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aaaaaagcta gcgtttaaac aaaaagcgat tttaatgagc tg 42

<210> 33
<211> 31
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador s5362

<400> 33
ggtacccccg ggtagectgg atggatcaga a

<210> 34
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador s5363

<400> 34
actagtgaat tccttttcca atcgca 26

<210> 35
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador s5407

<400> 35
aaaaaaggcg ccgctagctg gagaatataa cggtt

<210> 36
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador s5408

<400> 36
acactcctta agtctagaaa 20

<210> 37
<211> 19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador s5617

<400> 37
ggaggggaga aaacaccta

<210> 38
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador s5618

<400> 38
aaaaaagata tctcaagaaa atcccccgct tt

<210> 39

31

35

19

32

31
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

42

ADN

artificial
cebador s5932
39

ES 2636910 T3

aaaaaagcta gcgtttaaac agtataaaaa tcgctttttt cc 42

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40

38
ADN
artificial

cebador s5933
40

aaaaaagcta gcgtttaaac cggaagcttc ggtaaaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

41

18
ADN
artificial

cebador s5934
41

gtgcaggagc tcgttatc 18

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

42

18
ADN
artificial

secuencia consenso de cre

caracteristica_nueva

(5)..(5)

nesa,c,g,ot

caracteristica_nueva

(5)-(5)

nesa,c,g,ot

caracteristica_nueva

(11)..(11)

nesa,c,g,ot

42

wwtgnaarcg nwwwcaww 18

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

43

50

ADN
Bacteriofago T7

43

38

cttaagaatt aaaggaggaa ttcaaaatgg cagacaataa caaaggatcc

<210>
<211>
<212>

44
89
ADN

32
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<213>

<220>
<223>

<400>
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artificial

secuencia 5-3

44

aattgcgtcg agacccetgt gggtctegtt ttttggatce ccgggacgtc gagacccectg 60

tgggtctcegt tttttgttta aacaagcett 89

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

45

89
ADN
artificial

complementario a SEQ ID No. 44
45

ttaacgcage tctggggaca cccagagcaa aaaacctagg ggccctgcag ctcectggggac 60

acccagagca aaaaacaaat ttgttcgaa 89
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REIVINDICACIONES
1.- Un método para producir un polipéptido heterélogo en una célula hospedante bacteriana recombinante,

en el que se emplea una célula hospedante bacteriana recombinante cuyo catabolismo de las fuentes de carbono
esta bajo el control de la represién por catabolitos de carbono y del sistema de fosfoenolpiruvato:carbohidrato
fosfotransferasa, y que esta alterada genéticamente de modo que es incapaz de desactivar la proteina reguladora
transcripcional especifica para un promotor inducible por una fuente de carbono secundaria en ausencia de la fuente
de carbono secundaria inductora, y que comprende un vector con una secuencia de acido nucleico heteréloga que
codifica un polipéptido unida operablemente a un promotor, que es inducible por la fuente de carbono secundaria y
es regulado por la proteina reguladora transcripcional,

y dicho método comprende las etapas de cultivar la célula hospedante bacteriana en un medio de cultivo celular que
no comprende la fuente de carbono secundaria inductora, sino una fuente de carbono primaria, inducir la expresién
de dicho polipéptido por la fuente de carbono primaria en un momento en que la concentracion de la fuente de
carbono primaria disminuye por debajo de un nivel requerido para la represion por catabolitos de carbono,

en el que la fuente de carbono primaria se afiade al cultivo en una cantidad suficiente para mantener una velocidad
de crecimiento predeterminada de la célula hospedante bacteriana sin la induccién de la represion por catabolitos de
carbono,

y recuperar el polipéptido de las células o del cultivo celular.
2.- El método segun la reivindicacion 1,

en el que se emplea una célula hospedante bacteriana, en la cual, mediante una alteracion genética, se evita la
desactivacion de la proteina reguladora transcripcional por la fosforilacion realizada por la enzima Ell, que es
especifica para dicha proteina reguladora transcripcional.

3.- El método segun la reivindicacion 2,

en el que i) en el genoma de la célula hospedante bacteriana, se deleciona el gen que codifica la enzima de
transferencia del grupo fosforilo Ell que es especifica para la proteina reguladora transcripcional, o

en el que ii) en el genoma de la célula hospedante bacteriana, el gen que codifica la proteina reguladora
transcripcional se altera genéticamente de modo que la proteina reguladora transcripcional expresada por dicho gen
es incapaz de unirse a un grupo fosforilo transferido desde la enzima EII.

4.- El método segun la reivindicacion 3,

en el que, en el caso i), se integra en el vector el gen que codifica la proteina reguladora transcripcional que controla
el promotor del vector; o

en el que, en el caso ii), se integra en el vector el gen manipulado genéticamente de la célula hospedante bacteriana
que codifica la proteina reguladora transcripcional incapaz de unirse a un grupo fosforilo transferido desde la
correspondiente enzima EII.

5.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

en el que la célula hospedante bacteriana se selecciona de Bacilli, Chlostridia y Escherichia.
6.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1y 5,

en el que el medio de cultivo comprende casaminoacidos.

7.- El método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,

en el que el promotor inducible por una fuente de carbono es un promotor del operén de manosa, y en el que la
fuente de carbono inductora es la manosa.

8.- El método segun la reivindicacion 7,

en el que el promotor es el promotor Pmanp 0 €l promotor Pranr del operén de manosa.

9.- El método segun la reivindicacion 8,

en el que i) en el genoma de la célula hospedante bacteriana, se deleciona el gen que codifica manP, o

en el que ii) en el genoma de la célula hospedante bacteriana, el gen que codifica la proteina reguladora
transcripcional ManR se altera genéticamente de modo que la ManR expresada por dicho gen es incapaz de unirse
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a un grupo fosforilo transferido desde la enzima Ell especifica.

10.- Una célula hospedante bacteriana recombinante cuyo catabolismo de las fuentes de carbono esta bajo el
control de la represion por catabolitos de carbono y del sistema de fosfoenolpiruvato:carbohidrato fosfotransferasa, y
que esta alterada genéticamente de modo que es incapaz de desactivar la proteina reguladora transcripcional
especifica para un promotor inducible por una fuente de carbono secundaria en ausencia de la fuente de carbono
secundaria inductora mediante la delecion, en el genoma de la célula hospedante bacteriana, mediante la delecién,
en el genoma de la célula hospedante bacteriana, del gen que codifica una enzima de transferencia del grupo
fosforilo Ell especifica para la proteina reguladora transcripcional, y que comprende un vector con una secuencia de
acido nucleico heteréloga que codifica un polipéptido unida operablemente a un promotor, que esta regulado por la
proteina reguladora transcripcional por la cual la célula hospedante bacteriana ha sido genéticamente alterada para
que sea incapaz de la desactivacion, y en la que en el vector se integra el gen que codifica la proteina reguladora
transcripcional especifica.

11.- Una célula hospedante bacteriana recombinante, cuyo catabolismo de las fuentes de carbono esta bajo el
control de la represion por catabolitos de carbono y del sistema de fosfoenolpiruvato:carbohidrato fosfotransferasa,

y que esta alterada genéticamente de modo que es incapaz de desactivar la proteina reguladora transcripcional
especifica para un promotor inducible por una fuente de carbono secundaria en ausencia de la fuente de carbono
secundaria inductora alterando genéticamente, en el genoma de la célula hospedante bacteriana, el gen que codifica
la proteina reguladora transcripcional, de modo que la proteina reguladora transcripcional expresada por dicho gen
es incapaz de unirse a un grupo fosforilo transferido por la enzima Ell, que es especifica para dicha proteina
reguladora transcripcional, y que comprende un vector con una secuencia de acido nucleico heterdloga que codifica
un polipéptido unida operablemente a un promotor regulado por la proteina reguladora transcripcional por la cual la
célula hospedante bacteriana ha sido genéticamente alterada para que sea incapaz de la desactivacion, y

en la que en el vector se integra ademas el gen manipulado que codifica la proteina reguladora transcripcional
incapaz de unirse a un grupo fosforilo transferido por la correspondiente enzima ElI.
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Estructura de operéon (manosa)

P, manR P manP

Regulador Transportador Isomerasa ?

Catabolismo de la manosa

CH_OH
o
OH T?MOH
oH
Manosa
extracelular

intracelular aH
H,
D=hp ¢
i

H EI\_ o
OH 0l
\]_LyMDH oH CHoH ——= Glicdlisis
OH

mani
Manosa-6-P Frutosa-6-P

36



ES 2636910 T3

TTTTATCTCA TTTGGATTAT TAARAGCAGG GATTATTCCT ToCTTTITITT
TS EA -35
GTTATAGGGAE ARAATGCCTT TATTACCGEGA ACCTATGGTA AAAAAAGCG.E
-10 +1 Hyill
FIFFEATGAG CTOGATTICGE TA 78044773 AGACARAGATC TTATTATICA
sl AFPTT Fitel=il
CACTTTCTAG AARATAATTIT CTTAAGAAGE AGATATACAT ATG&CM{ETG "

Fig. 3

J84.1 @@385!2
GAATTTCTG CTGAATATAC A CATAGC AAACTCAAAG AGTAT

pEL3E6 i 9 Arnalll -5
TCGCTTTTTT |CCGGAA CGGTAAAAAA CGAAACTITT GTICICTATGA

F=11 0 +1
TTTTGTTITA TAATGETARLC GOTTTCTTAT ATAGTATACT TATACTATCA
*¥»...CRE. .»>

AT HNedel
ATTTGCTCAA GTAGATACTG ACAGHECTTAA (AAGGAGATA TACATATGEAC

»laci

Fig. 4

Aaadlll -35
TITITCCGEGA AGCTTCGGTA AAARACGAAA CTTF7HETEYT TATGATTITG
-10 ORE +1
TITTA 74477 ARACGETTT CTTATATAGT ATACTIATAC TATCAATITG

CTCAAGTAGE TACTGACAGRG ALGEATAGAR A%CAG{ATGG P;ﬁ.ThCAIA&&
| s

Fig. 5
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pSUN279.2
11455 pb

y
Pmanp ManR__—=~

1
—

—

EcoRi

Pme/
Hin dlif

M. U. x 10°

20,0

O no inducida
H con manosa

16,0

E con manosa y glucosa

15,0

10,0

5,0

0,0

3,8 ]

3NA pSUN279.2

3NA pSUN284.1

cepa

3NA pSUN291
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——————> pSUN284.1
Nrul

TCAGCAATCG CGATTGCCAC ATTAAAGGAG CCGCTTGAAT GGGGAAATGA AAAAGTTTCG CTCGTTTTTA

manR

TGCTGGCTGT CAAACACGAG GATCAAACTA TGACAAAGCA GCTGTTTAGC GAGCTTTCAT ATCTTAGCGA

manR

pSUN289.3

GCAGCCGGCC TTCGTCCAGA AGCTGACGAA AGAAACCAAT GTCATGACAT GTCATGACAT TTTTATCTCA

manR

> PpSUN298.1
IRI IRI

pSUN290
—>pSUN380.1 -

TTTGGATTAT TAAAAGCAGG GKTTAT CCT TGCTTTTTTT GTTATAGGGA AAAATGCCTT TATTACCGGA

__manR - - - ____ IRIT

>
r-----) pSUN297.5
—>pSUN381.1 -35 -10

+1 BgllI

ACCTATGGTA EEEAAAGCGA TTTTAATGAG CTGATTTCGG TATACAGTIG AGACAAGATC TTATTATTCA

IRII
Xbal AfI1II Ndel

CACTTTCTAG AAATAATTTT CTTAAGAAGG AGATATACAT ATGACCATGA

20,0

0 no inducida
W inducida con manosa

M. U. x 10°

0.1 0,1 0,101
3NA 3NA 3NA 3NA 3NA 3NA 3NA 3NA
pSUN272.1 pSUN284.1 pSUN290 pSUN297.5
cepa
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6,0
53 [ no inducida
M inducida con manosa
4.3
4,0
o
=}
-
X
D
=
2,0
1,1 1,1
0,0 0,0
0,0 00 0.0
3NA pSUN291 3NA pSUN384.1 3NA pSUN385.2 3NA pSUN386.9
cepa
]
Fig. 10

EcoRI

SpcR

pMW168.1
4636 pb manr LA!
Pmanp i/

E. cofiori Region-Tl gsiB
(pUC18)
eGFP

Bgill

Afill

\ EcoRI
Bam HI

ter

Hin dlll
Pmel

Bsr Gl
Small

Fig. 11
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manf
Regidén pUGC18ari
pSUN356.7 —_—
6583 pb
‘ far ,;"l
SpeR manA’
Fig. 12
g.
1000 /);1/ T T T T LI L T T 1 T ||.\ 120 I0’5
’ [ ]
2 - / L 102
> -~ ] T 0,4
~ 100 — ,..’ f g
E d » o fif 3
] / “' 2§ 103 ><E
o = Fad
g 1T . i +oo &3 x
7] s Alimentacién » =
o discontinua f 40 o o 0,2 a
"] H A —_
e L /»qn—-‘z* .
* . —+ 20 o1
o
0,1 0t 0 Fig. 13
0 10 20 30 40 50

Tiempo del proceso (h)

Fermentacion de alimentacion discontinua de B. subtilis TQ356/pMW168.1. El peso seco celular (X, circulos negros),

la cantidad total producida de eGFP (Pecrp, cuadrados negros) y el rendimiento del producto (P/X, triangulos negros)

se representan graficamente frente al tiempo de fermentacién. El comienzo de la fase de alimentacién discontinua se
indica mediante una linea vertical.
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kbaM 1 2 3 4 5 6 7 M 8

Fig. 14

Figura 14. SDS-PAGE de las muestras de celulas tomadas de la fermentacidn con B.
subtilis TQ356/pMW168.1. Carriles 1-8: marcador de peso molecular de
proteinas Roti®-Mark STANDARD; 1: después de 12,5 h (discontinuo); 2:
después de 20,5 h (discontinuo); 3: después de 36 h (13,5 h de alimentacion
discontinua); 4: después de 41 h (18,5 h de alimentacién discontinua); 5:
después de 44 h (21,5 h de alimentacién discontinua); 6: después de 46 h (23,5
h de alimentacion discontinua, final del proceso); 7: después de 46 h, fraccién
insoluble; 8: después de 46 h, sobrenadante del cultivo.
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[ pSUN266.1 | [ pucts | | pwa21 | [s5019/55020|
HindIll / Mun| HindIti / EcoRI Afll | BamH|
X k.
[ pmwee.1 | |pMwi16.1 5] [ pMwes | [ pMwa7.1 | [pSUN2024 |
L___—'_J BspHI 1 Sfol /
Hincll / EcoRI BsrBI / EcoRl Reprit) Hindlll / Xbal Hindlll / Xbal
1 X PCR s5139/s5156 ¥
pMW1 55.1 DMW1 04.1 (DMW66.1 Munt)y | pMW66.1
L 1
BamHl / AP Boll
PCR 5234/55235 1
(PMW155.1 EcoRl) pMW116.15
[
BsrBl/ EcoRl BsrBl ! EcoRl
§5236/s5237 l pMW163.2
[ j
Aflll 1 Bg Afl | BamH! .
Fig. 15
pMW168.1
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