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DESCRIPCION
Método para producir proteina de interferén recombinante soluble sin desnaturalizaciéon
Antecedentes de la invencion

Muchas proteinas recombinantes heterélogas se producen en forma insoluble mal plegada, llamada cuerpos de
inclusion, cuando se expresan en sistemas bacterianos. En general, deben usarse reactivos desnaturalizantes para
solubilizar la proteina recombinante en los cuerpos de inclusiéon. La proteina debe renaturalizarse entonces, en
condiciones que se hayan optimizado para que la proteina se pliegue apropiadamente. Los esfuerzos invertidos en
la optimizacion, asi como el lento proceso de replegamiento y los rendimientos de proceso rebajados afiaden costes
y tiempo a la produccion de una proteina recombinante.

Los interferones exhiben actividades antivirica, antiproliferativa, inmunomoduladora y otras. Se han distinguido
varios tipos distintos de interferones humanos, incluyendo o, B y v, basandose p.ej. en sus actividades antiviricas y
antiproliferativas. La secrecidon de interferon se induce por sefiales, incluyendo virus, ARN bicatenarios, otros
polinucledtidos, antigenos y mitdgenos. El interferon f es un ejemplo de proteina que se ha expresado en forma
recombinante en bacterias, donde se secuestra en cuerpos de inclusion.

El interferén B 1b humano es un polipéptido regulador que tiene un peso molecular de aproximadamente 22 kDa y
consiste en 165 residuos aminoacidicos. Puede producirse por muchas células del cuerpo, en particular fibroblastos,
en respuesta a infeccion virica o exposicion a otros productos bioldgicos. Se une a un receptor de superficie celular
multimérico. La unién a receptor productiva da como resultado una cascada de eventos intracelulares que conducen
a la expresion de genes inducibles de interferon B y desencadenan actividad antivirica, antiproliferativa e
inmunomoduladora.

El interferon B 1b, especificamente Betaseron (h-IFN- 1b C17S), se ha usado para tratar enfermedades que
incluyen esclerosis multiple (EM), infecciones por hepatitis B y C, glioma y melanoma. Se ha demostrado que el
interferon B reduce el nimero de ataques sufridos por pacientes con EM recidivante y remitente. Son necesarias
cantidades sustanciales de interferon  1b para uso terapéutico. Se ha producido interferén B 1b recombinante a
bajos niveles en células de mamifero, incluyendo fibroblastos humanos y células de CHO. La expresion en células
animales esta obstaculizada tipicamente por dificultades técnicas que incluyen un largo tiempo de proceso, facil
contaminacion de los cultivos, el requisito de mantener condiciones de cultivo rigurosas y el alto coste de los medios
de cultivo. Como se ha encontrado que el componente de glicoproteina es generalmente innecesario para la
actividad del interferén B, la investigacion se ha vuelto a la expresion de la proteina recombinante en el sistema de
expresion bacteriana de E. coli. Como se sefiala, los cuerpos de inclusién generados en E. coli deben solubilizarse
por desnaturalizacion, y replegarse el interferon B. El replegamiento, que es lento, alarga el tiempo de proceso, suma
costes y rebaja el rendimiento. Hasta la fecha, no se ha descrito ningin método para producir rapida y
econémicamente altos niveles de interferon B recombinante soluble en células hospedadoras de mamifero o
bacterianas sin la necesidad de etapas de desnaturalizacion y replegamiento.

Compendio de la invencion

La presente invencion se refiere a la expresion de interferon en P. fluorescens y al desarrollo de un nuevo método
para extraer proteinas activas del producto de fermentacion usando detergentes suaves y sin necesidad de un
proceso de replegamiento.

En particular, la presente invencion proporciona un método para producir una proteina interferén de tipo 1
recombinante, comprendiendo dicho método expresar la proteina interferén recombinante cultivando una célula
hospedadora de Pseudomonas o E. coli que contiene un constructo de expresién que comprende un acido nucleico
que comprende una secuencia de codificacién de la proteina interferon de tipo 1 que se ha optimizado para
expresion en la célula hospedadora, lisar la célula hospedadora, obtener una fraccion insoluble y una fraccion
soluble de la célula hospedadora lisada, extraer la fraccién insoluble sometiéndola a condiciones de extraccién no
desnaturalizantes, en las que dichas condiciones no desnaturalizantes comprenden un detergente iénico dipolar u
glucopiranésido de octilo, y una concentracion no desnaturalizante de un agente caotrépico, y obtener un sedimento
de extracto y un sobrenadante de extracto de la fraccion insoluble, en el que la proteina recombinante en el
sobrenadante de extracto esta presente en forma soluble, forma activa o una combinacién de las mismas, sin
someterse ademas a una etapa de renaturalizacion o replegamiento.

En realizaciones especificas, el detergente ionico dipolar es Zwittergent 3-08, Zwittergent 3-10, Zwittergent 3-12,
Zwittergent 3-14 o CHAPS. En realizaciones, las condiciones de extraccion no desnaturalizantes comprenden
Zwittergent 3-14 de aproximadamente 0,5 % a aproximadamente 2 %. En ciertas realizaciones, el detergente suave
no es N-dauroilsarcosina (NLS).

En realizaciones, las condiciones de extracciéon no desnaturalizantes comprenden ademas una sal cosmotropica. En
ciertas realizaciones, el agente caotrépico es urea o hidrocloruro de guanidinio, y la sal cosmotrépica es NaCl, KCl o
(NH4)2SO4. En realizaciones especificas, las condiciones de extraccion no desnaturalizantes comprenden
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Zwittergent 3-14 de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2 %; urea de aproximadamente 1 a aproximadamente
2 M; NaCl de aproximadamente 0 a aproximadamente 2 M y el pH es de aproximadamente 6,5 a aproximadamente
8,5. En realizaciones, las condiciones de extraccion no desnaturalizantes comprenden: 1 % de Zwittergent 3-14;
urea 2 M; NaCl 2 M y el pH es de aproximadamente 8,2. En otras realizaciones, las condiciones de extraccion no
desnaturalizantes comprenden adicionalmente de aproximadamente 1 % a aproximadamente 40 % p/v de sdlidos.
En ciertas realizaciones, las condiciones de extraccion no desnaturalizantes comprenden adicionalmente
aproximadamente un 5 % p/v de solidos.

En realizaciones, la proteina interferén de tipo 1 recombinante es un interferén B, un interferén a, un interferén «, un
interferéon t o un interferén . En realizaciones especificas, la proteina interferén de tipo 1 recombinante es un
interferon B o un interferén a. En realizaciones, la proteina interferéon de tipo 1 recombinante es un interferén p y
dicho interferon B se selecciona del grupo consistente en: un interferén f 1b humano y un interferon g 1b C17S
humano. En realizaciones en las que el interferén de tipo 1 recombinante es un interferén a, el interferén o se
selecciona del grupo consistente en: interferén a. 2a humano e interferén o 2b humano.

En realizaciones adicionales, el método reivindicado comprende ademas medir la cantidad de proteina interferén de
tipo 1 recombinante en la fraccion insoluble y las fracciones de sobrenadante de extracto como se define en las
reivindicaciones, en el que la cantidad de proteina interferon recombinante detectada en la fraccion de sobrenadante
de extracto es de aproximadamente 10 % a aproximadamente 95 % de la cantidad de proteina interferén
recombinante detectada en la fraccién insoluble. En otras realizaciones, el método comprende ademas medir la
actividad de la proteina recombinante, en el que se determina que es activa de aproximadamente un 40 % a
aproximadamente un 100 % de la proteina recombinante presente en el sobrenadante de extracto. En realizaciones
relacionadas, la proteina recombinante es un interferon f y la cantidad de proteina recombinante activa se determina
por cromatografia de columna de afinidad Blue Sepharose, ensayo de unién a receptor, ensayo de actividad
antivirica o ensayo de efecto citopatico. En otras realizaciones, la proteina recombinante es un interferén a, un
interferon k o un interferén o, y se determina la cantidad de proteina recombinante activa por cromatografia de
columna de afinidad Blue Sepharose, ensayo de unién a receptor, ensayo de actividad antivirica o ensayo de efecto
citopatico.

La invencion incluye ademas métodos para producir una proteina interferén de tipo 1 recombinante como se define
en las reivindicaciones, y ademas en la que se optimizan las condiciones de extracciéon no desnaturalizantes usando
la informacién de la Figura 4B.

En realizaciones, la proteina recombinante en el sobrenadante de extracto esta presente a una concentraciéon de
aproximadamente 0,3 gramos por litro a aproximadamente 10 gramos por litro. En otras realizaciones, la célula
hospedadora se cultiva en un volumen de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 o mas litros. En realizaciones
especificas, la célula hospedadora se cultiva en un volumen de aproximadamente 1 litro, aproximadamente 2 litros,
aproximadamente 3 litros, aproximadamente 4 litros, aproximadamente 5 litros, aproximadamente 10 litros,
aproximadamente 15 litros o aproximadamente 20 litros.

En realizaciones de la invencion, el constructo de expresion comprende un promotor inducible. En realizaciones
especificas, el constructo de expresion comprende un derivado del promotor lac y la expresion del interferén se
induce por IPTG.

En realizaciones, se hace crecer la célula hospedadora a una temperatura de aproximadamente 25 °C a
aproximadamente 33 °C, a un pH de aproximadamente 5,7 a aproximadamente 6,5 y se afiade IPTG a una
concentracion final de aproximadamente 0,08 mM a aproximadamente 0,4 mM, cuando la DO575 ha alcanzado de
aproximadamente 80 a aproximadamente 160. En realizaciones especificas, se hace crecer la célula hospedadora a
una temperatura de aproximadamente 32 °C, a un pH de aproximadamente 5,7 a 6,25 y se afade IPTG a una
concentracion final de aproximadamente 0,2 mM, cuando la DO575 ha alcanzado de aproximadamente 120 a
aproximadamente 160.

En realizaciones de la invencién, el constructo de expresion comprende un sitio de unién a ribosoma de alta
actividad. En ciertas realizaciones, la célula hospedadora es una estirpe de delecion de proteasa lon hslUV. En otras
realizaciones, se expresa el interferéon de tipo 1 en el citoplasma de la célula hospedadora. En realizaciones
relacionadas, el interferon de tipo 1 es interferon f 1b humano o interferén f 1b C17S humano y se expresa en el
citoplasma de la célula hospedadora.

Se proporcionan también métodos para extraer una proteina interferén de tipo 1 recombinante, en los que la
proteina interferéon recombinante esta presente en una fraccion insoluble, produciéndose dicha fraccién insoluble
después de la lisis de una célula hospedadora de Pseudomonas o E. coli que expresa la proteina interferén
recombinante, comprendiendo dicho método someter la fraccién insoluble a condiciones de extraccién no
desnaturalizantes y obtener un sedimento de extracto de la fraccion insoluble, comprendiendo dicho sedimento de
extracto la proteina interferébn recombinante, en los que la proteina interferon recombinante en el sedimento de
extracto esta en forma soluble, forma activa o una combinaciéon de las mismas, sin someterse a una etapa de
renaturalizacion o replegamiento.
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En realizaciones, la proteina interferén de tipo 1 recombinante extraida es un interferéon B, un interferéon o, un
interferén K, un interferén t o un interferén . En ciertas realizaciones, la proteina interferén de tipo 1 recombinante
es un interferdn B o un interferén o. En realizaciones, la proteina interferon de tipo 1 recombinante es un interferén
y dicho interferén B se selecciona del grupo consistente en: un interferén § 1b humano y un interferén g 1b C17S
humano. En otras realizaciones, el interferén o se selecciona del grupo consistente en: interferon o. 2a humano e
interferén a. 2b humano.

Se proporciona adicionalmente un método para producir una fracciéon insoluble que comprende una proteina
interferon de tipo 1 recombinante, en el que la proteina interferon recombinante se expresa en una célula
hospedadora de Pseudomonas o E. coli a partir de un constructo de acido nucleico que comprende una secuencia
de acido nucleico que esta ligada operativamente con un promotor derivado de lac, comprendiendo dicho método
hacer crecer la célula hospedadora a una temperatura de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 33 °C y a un
pH de aproximadamente 5,7 a aproximadamente 6,5, hasta una DO600 de aproximadamente 80 a
aproximadamente 160, e inducir la célula hospedadora con IPTG a una concentraciéon de aproximadamente 0,08
mM a aproximadamente 0,4 mM, lisar la célula hospedadora y centrifugarla para producir la fracciéon de sedimento,
en el que puede obtenerse la proteina interferon recombinante soluble, activa o soluble y activa extrayendo la
fraccion de sedimento en condiciones no desnaturalizantes sin una etapa de renaturalizaciéon o replegamiento
posterior.

En realizaciones, la proteina interferén de tipo 1 recombinante comprendida por la fraccién insoluble es un interferon
B, un interferén a, un interferon k o un interferén ®. En realizaciones especificas, la proteina interferon de tipo 1
recombinante es un interferon B o un interferén a. En realizaciones en las que la proteina interferén de tipo 1
recombinante es un interferdn 3, se selecciona el interferén 3 del grupo consistente en: un interferén $ 1b humano y
un interferon B 1b C17S humano. En realizaciones en las que la proteina interferédn de tipo 1 es un interferén a, se
selecciona el interferon o del grupo consistente en: interferén o 2a humano e interferén o 2b humano. En
realizaciones, en el método para producir una fraccién insoluble que comprende una proteina interferén de tipo 1
recombinante, la temperatura a la que se hace crecer la célula hospedadora es de aproximadamente 32 °C y la
concentracion de IPTG es de aproximadamente 0,2 mM.

Breve descripcion de los dibujos

Se exponen los rasgos novedosos de la invencion con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Se obtendra
una mejor comprension de los rasgos y ventajas de la presente invencién por referencia a la siguiente descripcion
detallada que expone realizaciones ilustrativas en que se utilizan los principios de la invencién y en los dibujos
acompanantes.

Figura 1- Evaluacion inicial por CGE del IFN-B recuperado de P. fluorescens estirpe PS530-001.
A. Proteina analizada en condiciones reductoras. B. Proteina analizada en condiciones no reductoras.
Tanto para A como B:

Carril 1. Escala de peso molecular con tamafios como se indican.

Carril 2. Sedimento de la centrifugacion inicial después de la lisis celular (fraccion insoluble).

Carriles 3-9. Sobrenadante de la centrifugacion después de la etapa de extraccion. Los carriles 3 a 7 representan la
extraccion con tampén PBS, con y sin 1 % de Zwittergent 3-14, como se indica, y los carriles 8 y 9 representan la
extraccion con tampon acetato, sin y con 1 % Zwittergent 3-14, respectivamente.

Carriles 10-13. Sedimento de centrifugacion después de la etapa de extraccion. Los carriles 10 y 11 representan
extraccion con tampdn PBS, sin y con 1 % de Zwittergent 3-14, respectivamente. Los carriles 12 y 13 representan
extraccion con tampon acetato, sin'y con 1 % de Zwittergent 3-14, respectivamente.

Figura 2. Diagrama de flujo del estudio efectuado para evaluar la extraccion de interferon B usando
diferentes detergentes.

Figura 3. Diagrama de flujo del estudio disefiado estadisticamente efectuado para evaluar la extraccion de
interferon B usando diferentes condiciones de extracciéon que incluyen Zwittergent 3-14.

Figura 4. Resultados del estudio efectuado para evaluar la extraccion de interferon B usando diferentes
condiciones de extraccion que incluyen Zwittergent 3-14.

A. Resumen estadistico. B. Intervalos de condiciones de extraccion utiles.
Figura 5. Produccion de IFN-B insoluble frente al tiempo postinduccion para fermentaciones duplicadas.

Se representaron los resultados de tres duplicados diferentes.
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Figura 6. Produccion de IFN-B insoluble frente al tiempo postinduccion para pH y DO alternativos
Se representaron los resultados de tres duplicados diferentes.

Figura 7. Secuencia de IFN-B 1b A. Secuencia aminoacidica de IFN-B 1b C17S. (SEQ ID NO: 1) La secuencia
muestra la metionina N-terminal, que no esta presente en la proteina purificada. B. Secuencia de ADN de IFN-$ con
codones optimizados para P. fluorescens. Esta secuencia codifica la secuencia aminoacidica mostrada en la Figura
7A. (SEQ ID NO: 2) C. Secuencia aminoacidica de IFN-B 1b C17S sin metionina N-terminal (SEQ ID NO: 3).

Figura 8. Secuencia de IFN-a 2a. A. Secuencia aminoacidica de IFN-a 2a. (SEQ ID NO: 4) B. Secuencia de ADN
de IFN-a 2a con codones optimizados para P. fluorescens. (SEQ ID NO: 5)

Figura 9. Secuencia de IFN-a 2b. A Secuencia aminoacidica de IFN-a 2b (SEQ ID NO: 6) B. Secuencia de ADN de
IFN-a 2b con codones optimizados para P. fluorescens. (SEQ ID NO: 7)

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a un método para producir grandes cantidades de proteina interferén recombinante
soluble en un sistema de expresion de Pseudomonas. En particular, este método elimina la necesidad de la etapa de
renaturalizacion y posterior etapa de renaturalizaciéon/replegamiento requerida tipicamente.

La produccion de interferén p recombinante en sistemas de expresion bacteriana se ha dificultado por el secuestro
de la proteina en cuerpos de inclusién insolubles. La solubilizacién de los cuerpos de inclusidon requiere
desnaturalizacion, que a su vez necesita el uso de una etapa de replegamiento que es costosa, consume tiempo y
reduce el rendimiento de proteina. La presente invencion evita la necesidad de una etapa de replegamiento al
proporcionar métodos para producir interferén sin recurrir a la desnaturalizacion.

Se proporcionan métodos para producir una proteina interferén recombinante que es soluble, activa o ambas cosas
en un sistema de expresion bacteriana, sin someter la proteina a una etapa de renaturalizacién y como se define
ademas en las reivindicaciones. En particular, se describe un proceso de extraccidon no desnaturalizante que da
como resultado la proteina interferon soluble. Los interferones expresados en sistemas de expresion bacterianos
estan generalmente localizados en la fraccion insoluble. En el proceso de extraccion de la presente invencion, se
somete esta fraccion insoluble a condiciones de extracciéon que incluyen concentraciones no desnaturalizantes de
detergentes suaves como se definen en las reivindicaciones y se produce proteina soluble.

Se proporcionan también métodos para producir una proteina interferon recombinante en los que se optimizan las
condiciones de crecimiento para la célula hospedadora de Pseudomonas para maximizar los rendimientos de la
proteina interferén recombinante soluble, particularmente cuando se usa el método de extracciéon de la invencién. Se
han resefiado estudios del efecto de las condiciones de crecimiento de E. coli sobre la produccién de proteina
soluble. La solubilidad de una proteina dada cuando se expresa en Pseudomonas puede ser diferente que en E. coli.
Esto se ilustra, p.ej., en la pub. de sol. de pat. de EE.UU. n° 2006/0040352, "Expression of Mammalian Proteins in
Pseudomonas Fluorescens,” que muestra comparaciones paralelas de las cantidades solubles de varias proteinas
producidas usando E. coli o P. fluorescens como hospedador. Ademas, existe una variaciéon sustancial entre las
solubilidades de las diferentes proteinas incluso en el mismo hospedador, ya que la solubilidad esta fuertemente
influida por la estructura proteica, p.ej. la secuencia aminoacidica. Los intentos anteriormente resefiados por producir
IFN-B en E. coli dieron como resultado proteina que requeria replegamiento. Véanse, p.ej., Russell-Harde, 1995,
"The Use of Zwittergent 3-14 in the Purification of Recombinant Human Interferon-$ Ser17 (Betaseron)’ et al., J.
Interferon and Cytokine Res. 15: 31-37 y Ghane, et al., 2008, "Over Expression of Biologically Active Interferon Beta
Using Synthetic Gene in E. coli,” J. of Sciences, Islamic Republic of Iran 19(3): 203-209.

Los métodos proporcionan ademas condiciones de crecimiento optimizadas incluyendo temperatura de crecimiento,
DO en el momento de induccion del promotor, concentracion de inductor y pH. Las condiciones de extraccion
proporcionadas incluyen tipo y concentracion de detergente, agente caotrépico, sal cosmotropica y pH. Se
proporcionan valores especificos asi como intervalos de parametros 6ptimos. Se proporcionan también métodos
para optimizar las condiciones de extraccién usando los intervalos proporcionados.

Condiciones de crecimiento bacteriano

Se optimizan las condiciones de crecimiento bacteriano para aumentar la cantidad de proteina interferon soluble
obtenida usando los métodos de extraccién como se proporcionan en la presente memoria. Se contempla también el
uso de estas condiciones de crecimiento con otras condiciones de extraccion, p.ej. otros métodos descritos y usados
en la técnica.

Las condiciones de crecimiento 6ptimas particularmente utiles junto con los métodos de produccion de la invencion
comprenden: una temperatura de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 33 °C; un pH de aproximadamente
5,7 a aproximadamente 6,5 e induccién con IPTG de aproximadamente 0,08 mM a aproximadamente 0,4 mM
cuando el cultivo ha alcanzado una DOs7s de aproximadamente 80 a aproximadamente 160.

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 639 398 T3

El pH del cultivo puede mantenerse usando tampones de pH y métodos conocidos por los especialistas en la
materia. El control del pH durante el cultivo puede conseguirse también usando amoniaco acuoso. En realizaciones,
el pH del cultivo es de aproximadamente 5,7 a aproximadamente 6,5. En ciertas realizaciones, el pH es 5,7, 5,8, 5,9,
6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4 0 6,5. En otras realizaciones, el pH es de 5,7 a 5,9, de 5,8 a 6,0, de 5,9 a 6,1, de 6,0 a 6,2, de
6,1 a 6,3 0de6,2a6,5. En aun otras realizaciones, el pH es de 5,7 a 6,0, de 5,8 a 6,1, de 5,9 a 6,2, de 6,0 a 6,3, de
6,1 a 6,4 ode 6,2 a 6,5. En ciertas realizaciones, el pH es de aproximadamente 5,7 a aproximadamente 6,25.

En realizaciones, se mantiene la temperatura de crecimiento de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 33 °C.
En ciertas realizaciones, la temperatura de crecimiento es de aproximadamente 25 °C, aproximadamente 26 °C,
aproximadamente 27 °C, aproximadamente 28 °C, aproximadamente 29 °C, aproximadamente 30 °C,
aproximadamente 31 °C, aproximadamente 32 °C o aproximadamente 33 °C. En otras realizaciones, se mantiene la
temperatura de crecimiento de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 27 °C, de aproximadamente 25 °C a

aproximadamente 28 °C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 29 °C, de aproximadamente 25 °C a
aproximadamente 30 °C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 31 °C, de aproximadamente 25 °C a
aproximadamente 32 °C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 33 °C, de aproximadamente 26 °C a
aproximadamente 28 °C, de aproximadamente 26 °C a aproximadamente 29 °C, de aproximadamente 26 °C a
aproximadamente 30 °C, de aproximadamente 26 °C a aproximadamente 31 °C, de aproximadamente 26 °C a
aproximadamente 32 °C, de aproximadamente 27 °C a aproximadamente 29 °C, de aproximadamente 27 °C a
aproximadamente 30 °C, de aproximadamente 27 °C a aproximadamente 31 °C, de aproximadamente 27 °C a
aproximadamente 32 °C, de aproximadamente 26 °C a aproximadamente 33 °C, de aproximadamente 28 °C a
aproximadamente 30 °C, de aproximadamente 28 °C a aproximadamente 31 °C, de aproximadamente 28 °C a
aproximadamente 32 °C, de aproximadamente 29 °C a aproximadamente 31 °C, de aproximadamente 29 °C a
aproximadamente 32 °C, de aproximadamente 29 °C a aproximadamente 33 °C, de aproximadamente 30 °C a
aproximadamente 32 °C, de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 33 °C, de aproximadamente 31 °C a
aproximadamente 33 °C, de aproximadamente 31 °C a aproximadamente 32 °C, de aproximadamente 30 °C a

aproximadamente 33 °C o de aproximadamente 32 °C a aproximadamente 33 °C.
Induccién

Como se describe en otro lugar de la presente memoria, pueden usarse promotores inducibles en el constructo de
expresion para controlar la expresion del gen de interferén recombinante. En el caso de derivados o miembros de la
familia del promotor lac, p.ej. el promotor tac, el compuesto efector es un inductor tal como un inductor gratuito como
IPTG (B-D-1-tiogalactopirandsido de isopropilo, también llamado “tiogalactosido de isopropilo”). En realizaciones, se
usa un derivado del promotor lac, y se induce la expresion de interferon mediante la adicion de IPTG a una
concentracion final de aproximadamente 0,08 mM a aproximadamente 0,4 mM, cuando la densidad celular ha
alcanzado un nivel identificado por una DOs7s de aproximadamente 80 a aproximadamente 160.

En realizaciones, la DOs75 en el momento de induccién del cultivo es de aproximadamente 80, aproximadamente 90,
aproximadamente 100, aproximadamente 110, aproximadamente 120, aproximadamente 130, aproximadamente
140, aproximadamente 150, aproximadamente 160, aproximadamente 170 o aproximadamente 180. En otras
realizaciones, la DOs7s es de aproximadamente 80 a aproximadamente 100, de aproximadamente 100 a
aproximadamente 120, de aproximadamente 120 a aproximadamente 140, de aproximadamente 140 a
aproximadamente 160. En otras realizaciones, la DOs7s es de aproximadamente 80 a aproximadamente 120, de
aproximadamente 100 a aproximadamente 140 o de aproximadamente 120 a aproximadamente 160. En otras
realizaciones, la DOs75 es de aproximadamente 80 a aproximadamente 140, o de aproximadamente 100 a 160. La
densidad celular puede medirse mediante otros métodos y expresarse en otras unidades, p.€j. en células por unidad
de volumen. Por ejemplo, una DOs;s de aproximadamente 80 a aproxmadamente 160 de un cultlvo de
Pseudomonas fluorescens es equivalente a aproximadamente 8 x 10" a aproximadamente 1,6 x 10" unidades
formadoras de colonias por ml o a 35 a 70 g/l de peso celular seco. En realizaciones, la densidad celular en el
momento de induccion del cultivo es equivalente a la densidad celular especificada en la presente memoria por la
absorbancia a DO575, independientemente del método usado para determinar la densidad celular o las unidades de
medida. Un especialista en la materia sabra como realizar la conversién apropiada para cualquier cultivo celular.

En realizaciones, la concentracion final de IPTG del cultivo es de aproximadamente 0,08 mM, aproximadamente 0,1
mM, aproximadamente 0,2 mM, aproximadamente 0,3 mM o aproximadamente 0,4 mM. En otras realizaciones, la
concentracion final de IPTG del cultivo es de aproximadamente 0,08 mM a aproximadamente 0,1 mM, de
aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 0,2 mM, de aproximadamente 0,2 mM a aproximadamente 0,3 mM,
de aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 0,4 mM, de aproximadamente 0,2 mM a aproximadamente 0,4
mM o de aproximadamente 0,08 a aproximadamente 0,2 mM.

En realizaciones, el interferén se expresa mediante la inducciéon de un promotor o derivado de lac usando IPTG,
lactosa o alolactosa, mediante métodos conocidos en la materia y descritos en la bibliografia, p.ej. en la pat. de
EE.UU. n° 7.759.109, "High density growth of T7 expression strains with auto-induction option".

En realizaciones en las que se usa un promotor de tipo no lac, como se describe en la presente memoria y en la
bibliografia, pueden usarse otros inductores o efectores.
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Después de iniciar la induccién, se hacen crecer los cultivos durante un periodo de tiempo, tipicamente de
aproximadamente 24 horas, durante cuyo tiempo se expresa la proteina interferon recombinante. Los cultivos
celulares pueden concentrarse por centrifugacion, y resuspenderse el sedimento de cultivo en un tampoén o solucién
apropiado para el procedimiento de lisis posterior.

En realizaciones, se rompen las células usando equipos para la rotura celular mecanica a alta presion (que estan
disponibles comercialmente, p.ej. microfluidizador de Microfluidics, disruptor celular de Constant, homogeneizador de
Niro-Soavi u homogeneizador de APV-Gaulin). Puede usarse para liberar la fraccion insoluble cualquier método
apropiado conocido en la materia por lisar células. Por ejemplo, en realizaciones, pueden usarse reactivos de lisis
celular quimica y/o enzimatica tales como enzima litica de la pared celular y EDTA. El uso de cultivos congelados o
anteriormente almacenados esta también contemplado en los métodos de la invencion. Los cultivos pueden
normalizarse por DO antes de la lisis.

La centrifugacion se efectia usando cualquier equipo y método apropiado. La centrifugacion del cultivo o lisado
celular con el fin de separar una fraccion soluble de una fraccién insoluble es bien conocida en la materia. Por
ejemplo, las células lisadas pueden centrifugarse a 20.800 x g durante 20 minutos (a 4 °C) y retirarse los
sobrenadantes usando manipulacién de liquidos manual o automatizada. Se resuspende la fraccidon de sedimento
(insoluble) en una solucién tamponada, p.ej. solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a pH 7,4. La resuspension
puede llevarse a cabo, p.ej., usando un equipo tal como impulsores conectados a una mezcladora vertical, barras de
agitacion magnética, agitadores de balanceo, etc.

Una “fraccion soluble”, concretamente el sobrenadante soluble obtenido después de la centrifugacion de un lisado, y
una “fraccion insoluble”, concretamente el sedimento obtenido después de la centrifugacion de un lisado, son el
resultado de la lisis y centrifugacion de los cultivos. Puede hacerse referencia también a estas dos fracciones como
una “primera fraccion soluble” y una “primera fraccion insoluble”, respectivamente.

Es posible obtener IFN-B soluble usando métodos de extraccion segun la invencion a partir de cultivos de expresion
preparados haciendo crecer cultivos en condiciones en que el pH y la DO de induccién no estén estrechamente
controlados (véase, p.ej. el Ejemplo 2). La optimizacion de las condiciones de crecimiento como se describe en la
presente memoria da como resultado una produccion sustancialmente aumentada de IFN-f soluble.

Proceso de extraccion no desnaturalizante

Se ha descubierto que pueden obtenerse altos niveles de proteina interferén soluble a partir de la fraccién insoluble
usando condiciones de extraccidon no desnaturalizantes en métodos de la presente invencion.

Las condiciones de extraccién no desnaturalizantes identificadas como particularmente Utiles para producir altos
niveles de proteina interferébn recombinante soluble comprenden: un detergente suave a una concentracion no
desnaturalizante, p.ej. Zwittergent 3-14 (de 0,5 a 2 % p/v); un agente caotrépico, p.ej. urea (0,5-2 M) y una sal
cosmotropica, p.ej. NaCl (0-2 M), a un pH de tampén de 6,5 a 8,5 y una concentracion de sélidos de 5-20 % pl/v.

Después de obtener la fraccion soluble y la fraccion insoluble, como se describe anteriormente, se extrae la proteina
interferon recombinante soluble de la fraccién insoluble incubando la fraccién insoluble resuspendida en las
condiciones de extraccidon no desnaturalizantes descritas en la presente memoria. Después de la incubacion, se
centrifuga la mezcla extraida produciendo un “sobrenadante de extracto” (la fraccidon sobrenadante soluble obtenida
después de extraccion que contiene proteina recombinante solubilizada) y un “sedimento de extracto” (la fraccién de
sedimento insoluble obtenida después de extraccion). Puede hacerse referencia también a estas fracciones como la
“segunda fraccion soluble” y la “segunda fraccién insoluble”.

Condiciones de extraccion

Se evaluaron muchos parametros diferentes para las condiciones de extraccién por su efecto sobre la cantidad de
proteina soluble observada en el sobrenadante de extracto, como se describe en el Ejemplo 3 de la presente
memoria. Se encontré que se observaba proteina interferén soluble cuando las condiciones de extraccion
comprendian cualquiera de una serie de diferentes detergentes, a concentraciones variables, asi como cuando se
variaban otros parametros. Sin embargo, ciertos parametros tenian un efecto particularmente notable sobre la
cantidad de proteina soluble producida.

Especificamente, las condiciones de extraccion que comprenden detergentes ionicos dipolares (Zwittergent) daban
los mejores rendimientos de proteina soluble. En particular, el uso de los detergentes idnicos dipolares Zwittergent 3-
08, Zwittergent 3-10, Zwittergent 3-12 y especialmente Zwittergent 3-14, daba como resultado los rendimientos
mayores. La N-lauroilsarcosina (NLS) daba un rendimiento notablemente alto, sin embargo se encontré que la
proteina soluble obtenida era inactiva basandose en un ensayo de afinidad (unién a columna de afinidad Sepharose
blue). Por lo tanto, el término “detergentes suaves” como se usa en la presente memoria no pretende incluir N-
lauroilsarcosina.

Se ensayaron los detergentes a concentraciones no desnaturalizantes. Se encontré que una concentracion de
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Zwittergent 3-14 (propanosulfonato de 3-(N,N-dimetilmiristilamonio)) de al menos un 0,5 % (p/v), y preferiblemente
1 %, bien por encima de su concentracion micelar critica (que es de 0,01 %) proporciona la extraccion mas eficaz de
proteina interferén soluble.

Por lo tanto, se contempla el uso de concentraciones no desnaturalizantes de detergentes suaves, particularmente
detergentes idnicos dipolares, mas particularmente Zwittergent 3-08, Zwittergent 3-10, Zwittergent 3-12 y Zwittergent
3-14, mas particularmente Zwittergent 3-14 y no NLS, para uso en las condiciones de extraccion de la invencion.

En otras realizaciones de la invencion, las condiciones de extraccidon no desnaturalizantes comprenden una
concentracién de Zwittergent 3-14 de aproximadamente 0,5 % a aproximadamente 2 % (p/v). En realizaciones, la
concentracion en p/v de Zwittergent 3-14 es de aproximadamente 0,5 % a aproximadamente 1 %, de
aproximadamente 1 % a aproximadamente 1,5 %, de aproximadamente 1,5 % a aproximadamente 2 %, o de
aproximadamente 1 % a aproximadamente 2 %. En ciertas realizaciones, la concentracion en p/v de Zwittergent 3-14
es de aproximadamente 0,5 %, aproximadamente 0,6 %, aproximadamente 0,7 %, aproximadamente 0,8 %,
aproximadamente 0,9 %, aproximadamente 1,0 %, aproximadamente 1,1 %, aproximadamente 1,2 %,
aproximadamente 1,3 %, aproximadamente 1,4 %, aproximadamente 1,5 %, aproximadamente 1,6 %,
aproximadamente 1,7 %, aproximadamente 1,8 %, aproximadamente 1,9 % o aproximadamente 2,0 %.

En otras realizaciones de la invencion, las condiciones de extraccidon no desnaturalizantes comprenden una
concentracion de Zwittergent 3-08, Zwittergent 3-10, o Zwittergent 3-12 de aproximadamente 0,5 % a
aproximadamente 2 % (p/v). En realizaciones, la concentracion en p/v de Zwittergent 3-08, Zwittergent 3-10 o
Zwittergent 3-12 es de aproximadamente 0,5 % a aproximadamente 1 %, de aproximadamente 1 % a
aproximadamente 1,5 %, de aproximadamente 1,5 % a aproximadamente 2 %, o de aproximadamente 1 % a
aproximadamente 2 %. En ciertas realizaciones, la concentracion en p/v de Zwittergent 3-08, Zwittergent 3-10, o
Zwittergent 3-12 es de aproximadamente 0,5 %, aproximadamente 0,6 %, aproximadamente 0,7 %,
aproximadamente 0,8 %, aproximadamente 0,9 %, aproximadamente 1,0 %, aproximadamente 1,1 %,
aproximadamente 1,2 %, aproximadamente 1,3 %, aproximadamente 1,4 %, aproximadamente 1,5 %,
aproximadamente 1,6 %, aproximadamente 1,7 %, aproximadamente 1,8 %, aproximadamente 1,9 % o
aproximadamente 2,0 %.

Un detergente suave n o causa desplegamiento de proteina a bajos niveles, p.ej. 2 % o menos. Por ejemplo, SDS y
NLS se consideran tipicamente detergentes mas fuertes, ya que pueden desnaturalizar proteinas a estos niveles.
Una concentracion no desnaturalizante indica una concentracién de un reactivo a la que no se desnaturalizan las
proteinas. Las proteinas que no se desnaturalizan durante el procesamiento no requieren replegamiento.

En realizaciones, las condiciones de extraccidon no desnaturalizantes de la presente invencion comprenden
Zwittergent 3-14 de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2 %; urea de aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 2 M; NaCl de aproximadamente 0 a aproximadamente 2 M; y en las que el pH es de
aproximadamente 6,5 a aproximadamente 8,5.

La siguiente tabla enumera ejemplos de detergentes comunes, incluyendo detergentes idnicos, no iénicos e idnicos
dipolares, y sus propiedades. Es una caracteristica importante de un detergente su concentracion micelar critica
(CMC), que se relaciona con su capacidad de solubilizacion de proteina asi como la facilidad de retirada posterior de
los detergentes de las soluciones de proteina.

Tabla 1. Ejemplos de detergentes

Detergente Monémero, PM en Da Micela, PM en Da CMC % (p/v) CMC mM
Zwittergent 3-14 364 30.000 0,004-0,015 (0,011) | 0,1-0,4 (0,3)
Tween-20 1228 0,007 0,059
Tween-80 1310 76.000 0,0016 0,012

Triton X-100 650 90.000 0,013-0,06 (0,021) 0,2-0,9 (0,3)
Desoxicolato de sodio 432 4.200 0,21 5
Laurilsarcosina de sodio 293 600 0,4 13,7

NDSB 195 N/A N/A N/A

NP-40 617 90.000 0,003-0,018 0,05-0,3
CHAPS 615 6.000 0,37-0,62 6-10
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Detergente Monémero, PM en Da Micela, PM en Da CMC % (p/v) CMC mM
B-Glucopiranésido de | 292 8.000 0,73 23

octilo

Tabla 2. Propiedades fisicas de los detergentes idnicos dipolares

Detergente Monémero, PM en Da Micela, PM en Da CMC % (p/v) CMC mM
Zwittergent 3-08 280 - 9,2 330
Zwittergent 3-10 308 12.500 0,77-1,23 25-40
Zwittergent 3-12 336 18.500 0,067-0,134 2-4
Zwittergent 3-14 364 30.000 0,004-0,015 (0,011) 0,1-0,4 (0,3)
Zwittergent 3-16 392 60.000 0,0004-0,0024 0,01-0,06

Se observé ademas que cuando las condiciones de extraccion no desnaturalizantes comprendian la combinacion de
un agente caotropico, urea, una sal cosmotropica, NaCl, Zwittergent 3-14 y un intervalo de tampdn apropiado, el
rendimiento de extraccién aumentaba varias veces en comparacion con el uso de Zwittergent 3-14 solo (véase el
Ejemplo 3).

Tabla 3. Intervalos de concentraciéon seleccionados de componentes de extraccion

Componente Intervalo de conc. permisible Conc. selecc.
Zwittergent 3-14 0,5-2 % (p/v) 1%
Urea 0-2M 2M
NaCl 0-2M 2M
Conc. de solidos 5-20 % (p/v) 5%
pH de tampdn 6,5-8,5 8,2

El agente caotropico rompe la estructura tridimensional de una proteina o acido nucleico, causando la
desnaturalizacién. En realizaciones, las condiciones de extraccion no desnaturalizantes comprenden
concentraciones bajas no desnaturalizantes de agentes caotrépicos, p.ej. urea o hidrocloruro de guanidinio. En
realizaciones, las condiciones de extraccion no desnaturalizantes comprenden urea a una concentracion de
aproximadamente 0,5 M a aproximadamente 2 M o mayor. Se observo que la urea 6 M desnaturaliza el IFN-B. Las
concentraciones tipicamente no desnaturalizantes de urea o hidrocloruro de guanidinio estan por debajo de 3 M. En
realizaciones, las condiciones de extraccion no desnaturalizantes comprenden urea a una concentracion de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1 M, de aproximadamente 1 a aproximadamente 1,5 M, de
aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2 M, de aproximadamente 1 a aproximadamente 2 M, aproximadamente
0,5 M, aproximadamente 0,6 M, aproximadamente 0,7 M, aproximadamente 0,8 M, aproximadamente 0,9 M,
aproximadamente 1,0 M, aproximadamente 1,1 M, aproximadamente 1,2 M, aproximadamente 1,3 M,
aproximadamente 1,4 M, aproximadamente 1,5 M, aproximadamente 1,6 M, aproximadamente 1,7 M,
aproximadamente 1,8 M, aproximadamente 1,9 M o aproximadamente 2,0 M. En otras realizaciones, las condiciones
de extraccion comprenden hidrocloruro de guanidinio a una concentracion de 0,5 a 2 M. En realizaciones, las
condiciones de extraccion comprenden hidrocloruro de guanidinio a una concentracionde 0,5a1 M, de 1 a 1,5 M,
de1,5a2 M, de1a2M, 05 M, aproximadamente 0,6 M, aproximadamente 0,7 M, aproximadamente 0,8 M,
aproximadamente 0,9 M, aproximadamente 1,0 M, aproximadamente 1,1 M, aproximadamente 1,2 M,
aproximadamente 1,3 M, aproximadamente 1,4 M, aproximadamente 1,5 M, aproximadamente 1,6 M,
aproximadamente 1,7 M, aproximadamente 1,8 M, aproximadamente 1,9 M o aproximadamente 2,0 M.

Las sales cosmotrépicas contribuyen a la estabilidad y estructura de las interacciones agua-agua. Los cosmotropos
causan que las moléculas de agua interaccionen favorablemente, lo que estabiliza también las interacciones
intermoleculares en macromoléculas tales como proteinas. Puede usarse cualquiera de tales agentes apropiados,
como es conocido en la materia, en las condiciones de extraccion de la presente invencion. En realizaciones, las
condiciones de extraccion no desnaturalizantes comprenden una sal cosmotropica seleccionada de NaCl, KCI y
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(NH4)2SO4. En ciertas realizaciones, esta presente NaCl a una concentracion de aproximadamente 0,15 M a
aproximadamente 2 M. En realizaciones, esta presente NaCl en las condiciones de extraccién a una concentracion
de aproximadamente 0,15 a aproximadamente 0,5 M, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 0,75 M, de
aproximadamente 0,75 M a aproximadamente 1 M, de aproximadamente 1 M a aproximadamente 1,25 M, de
aproximadamente 1,25 M a aproximadamente 1,5 M, de aproximadamente 1,5 M a aproximadamente 1,75 M, de
aproximadamente 1,75 M a aproximadamente 2 M, de aproximadamente 0,15 M a aproximadamente 1 M, de
aproximadamente 1 M a aproximadamente 1,5 M, de aproximadamente 1,5 M a aproximadamente 2 M, de
aproximadamente M a aproximadamente 2 M, aproximadamente 0,15 M, aproximadamente 0,25 M,
aproximadamente 0,5 M, aproximadamente 0,6 M, aproximadamente 0,7 M, aproximadamente 0,8 M,
aproximadamente M, aproximadamente 1,0 M, aproximadamente 1,1 M, aproximadamente 1,2 M,
aproximadamente 1,3 M, aproximadamente 1,4 M, aproximadamente 1,5 M, aproximadamente 1,6 M,
aproximadamente 1,7 M, aproximadamente 1,8 M, aproximadamente 1,85 M, aproximadamente 1,9 M o
aproximadamente 2,0 M.

En otras realizaciones, esta presente KCI en condiciones de extraccién no desnaturalizantes a una concentraciéon de
aproximadamente 0,15 a aproximadamente 0,5 M, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 0,75 M, de
aproximadamente 0,75 M a aproximadamente 1 M, de aproximadamente 1 M a aproximadamente 1,25 M, de
aproximadamente 1,25 M a aproximadamente 1,5 M, de aproximadamente 1,5 M a aproximadamente 1,75 M, de
aproximadamente 1,75 M a aproximadamente 2 M, de aproximadamente 0,15 M a aproximadamente 1 M, de
aproximadamente 1 M a aproximadamente 1,5 M, de aproximadamente 1,5 M a aproximadamente 2 M, de
aproximadamente M a aproximadamente 2 M, aproximadamente 0,15 M, aproximadamente 0,25 M,
aproximadamente 0,5 M, aproximadamente 0,6 M, aproximadamente 0,7 M, aproximadamente 0,8 M,
aproximadamente M, aproximadamente 1,0 M, aproximadamente 1,1 M, aproximadamente 1,2 M,
aproximadamente 1,3 M, aproximadamente 1,4 M, aproximadamente 1,5 M, aproximadamente 1,6 M,
aproximadamente 1,7 M, aproximadamente 1,8 M, aproximadamente 1,85 M, aproximadamente 1,9 M o
aproximadamente 2,0 M.

En otras realizaciones, esta presente (NH.);SO,s en las condiciones de extraccion no desnaturalizantes a una
concentracion de aproximadamente 0,15 a aproximadamente 0,5 M, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente
0,75 M, de aproximadamente 0,75 M a aproximadamente 1 M, de aproximadamente 1 M a aproximadamente 1,25
M, de aproximadamente 1,25 M a aproximadamente 1,5 M, de aproximadamente 1,5 M a aproximadamente 1,75 M,
de aproximadamente 1,75 M a aproximadamente 2 M, de aproximadamente 0,15 M a aproximadamente 1 M, de
aproximadamente 1 M a aproximadamente 1,5 M, de aproximadamente 1,5 M a aproximadamente 2 M, de
aproximadamente M a aproximadamente 2 M, aproximadamente 0,15 M, aproximadamente 0,25 M,
aproximadamente 0,5 M, aproximadamente 0,6 M, aproximadamente 0,7 M, aproximadamente 0,8 M,
aproximadamente M, aproximadamente 1,0 M, aproximadamente 1,1 M, aproximadamente 1,2 M,
aproximadamente 1,3 M, aproximadamente 1,4 M, aproximadamente 1,5 M, aproximadamente 1,6 M,
aproximadamente 1,7 M, aproximadamente 1,8 M, aproximadamente 1,85 M, aproximadamente 1,9 M o
aproximadamente 2,0 M.

Se encontraron las condiciones de extraccién mas eficaces cuando se mantenia el pH dentro de un intervalo de 6,5
a 8,5. Son tampones de pH utiles aquellos recomendados en los textos de purificacion de proteina estandares (p.ej.
puede usarse aqui “Protein Purification: Principles and Practice”, de Robert Scopes (Springer, 1993), que incluye
Tris, Bis-Tris, fosfato, citrato, acetato, glicina, dietanolamina, 2-amino-2-metil-1,3-propanodiol, trietanolamina,
imidazol, histidina, piridina, etc.). Se han descrito muchos tampones en la bibliografia y estan comercialmente
disponibles. En realizaciones, el pH de las condiciones de extraccién no desnaturalizantes es de aproximadamente
6,5, aproximadamente 6,6, aproximadamente 6,7, aproximadamente 6,8, aproximadamente 6,9, aproximadamente
7,0, aproximadamente 7,1, aproximadamente 7,2, aproximadamente 7,3, aproximadamente 7,4, aproximadamente
7,5, aproximadamente 7,6, aproximadamente 7,8, aproximadamente 7,9, aproximadamente 8,0, aproximadamente
8,1, aproximadamente 8,2, aproximadamente 8,3, aproximadamente 8,4 o aproximadamente 8,5. En ofras
realizaciones, el pH es de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 6,8, de aproximadamente 6,6
aproximadamente 6,9, de aproximadamente 6,7 aproximadamente 7,0, de aproximadamente 6,8
aproximadamente 7,1, de aproximadamente 6,9 aproximadamente 7,2, de aproximadamente 7,0
aproximadamente 7,3, de aproximadamente 7,1 aproximadamente 7,4, de aproximadamente 7,2
aproximadamente 7,5, de aproximadamente 7,3 aproximadamente 7,6, de aproximadamente 7,4
aproximadamente 7,7, de aproximadamente 7,5 aproximadamente 7,8, de aproximadamente 7,6
aproximadamente 7,9, de aproximadamente 7,8 aproximadamente 8,1, de aproximadamente 7,9
aproximadamente 8,2, de aproximadamente 8,0 a aproximadamente 8,3, de aproximadamente 8,1
aproximadamente 8,4 o de aproximadamente 8,2 a aproximadamente 8,5. En otras realizaciones, el pH es de
aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,0, de aproximadamente 7,0 a aproximadamente 7,5 o de
aproximadamente 7,5 a aproximadamente 8,0.

0oL oL
[OREORNOREGRE RN O RNOREG

Se varié también la concentracién de sélidos en las condiciones de extraccién no desnaturalizantes. Este parametro
representa la cantidad de material sélido en la mezcla de incubaciéon de extraccion. La concentraciéon de sélidos
puede determinarse pesando el sedimento himedo (concretamente la fraccion insoluble) y comparando este peso
con el peso total de la mezcla de extracciéon. Se consiguen concentraciones de sdlidos especificas concentrando o
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diluyendo la fracciéon insoluble. Se observaron altos rendimientos de extracciéon en un intervalo de concentraciones
de solidos de 5 % a 40 % (p/v). En realizaciones de la invencion, los sélidos en las condiciones de extraccion no
desnaturalizantes estan presentes a una concentracion en p/v de aproximadamente 5 %, aproximadamente 7,5 %,
aproximadamente 10 %, aproximadamente 12,5 %, aproximadamente 15 %, aproximadamente 17,5 %,
aproximadamente 20 %, aproximadamente 22,5 %, aproximadamente 25 %, aproximadamente 27,5 %,
aproximadamente 30 %, aproximadamente 32,5 %, aproximadamente 35 %, aproximadamente 37,5 % o
aproximadamente 40 %. En otras realizaciones de la invencion, los soélidos en las condiciones de extraccién no
desnaturalizantes estan presentes a una concentracion en p/v de aproximadamente 5 % a aproximadamente 7,5 %,
de aproximadamente 7,5 % a aproximadamente 10 %, de aproximadamente 10 % a aproximadamente 12,5 %, de
aproximadamente 12,5 % a aproximadamente 15 %, de aproximadamente 15 % a aproximadamente 17,5 %, de
aproximadamente 17,5 % a aproximadamente 20 %, de aproximadamente 20 % a aproximadamente 22,5 %, de
aproximadamente 22,5 % a aproximadamente 25 %, de aproximadamente 25 % a aproximadamente 27,5 %, de
aproximadamente 27,5 % a aproximadamente 30 %, de aproximadamente 30 % a aproximadamente 32,5 %, de
aproximadamente 32,5 % a aproximadamente 35 %, de aproximadamente 35 % a aproximadamente 37,5 %, de
aproximadamente 37,5 % a aproximadamente 40 %, de aproximadamente 5 % a aproximadamente 10 %, de
aproximadamente 10 % a aproximadamente 15 %, de aproximadamente 15 % a aproximadamente 20 %, de
aproximadamente 20 % a aproximadamente 25 %, de aproximadamente 25 % a aproximadamente 30 %, de
aproximadamente 35 % a aproximadamente 40 %, de aproximadamente 5 % a aproximadamente 15 %, de
aproximadamente 5 % a aproximadamente 25 %, de aproximadamente 5 % a aproximadamente 30 %, de
aproximadamente 5 % a aproximadamente 35 %, de aproximadamente 10 % a aproximadamente 20 %, de
aproximadamente 20 % a aproximadamente 30 %, de aproximadamente 30 % a aproximadamente 40 %, de
aproximadamente 5 % a aproximadamente 20 % o de aproximadamente 20 % a aproximadamente 40 %.

En realizaciones, los métodos de produccién de la invencién se combinan con técnicas de enriquecimiento
simultaneas tales como adsorcién para potenciar ademas el rendimiento de proteina.

La proteina solubilizada puede aislarse o purificarse a partir de otra proteina y desechos celulares, por ejemplo,
mediante centrifugacion y/o cromatografia tal como de exclusién por tamafo, intercambio aniodnico o catiénico,
interaccion hidréfoba o cromatografia de afinidad.

Interferones

Los interferones humanos se han clasificado en tres tipos principales: interferén de tipo I: los IFN de tipo | se unen a
un complejo receptor de superficie celular especifico conocido como el receptor de IFN-a (IFNAR) que consiste en
las cadenas IFNAR1 e IFNAR2. Los interferones de tipo 1 humanos incluyen IFN-a, IFN-B, IFN-k e IFN-® e IFN-¢.
Tipo de interferon 1l: los IFN de tipo Il (IFN-y) humanos se unen a IFNGR. Interferon de tipo Ill: los interferones de
tipo Il sefalizan a través de un complejo receptor consistente en IL10R2 (también llamado CRF2-4) e IFNLR1
(también llamado CRF2-12).

El interferon de tipo | humano parece unirse a subunidades de dos receptores, IFNAR-1 y 2, que estan ampliamente
distribuidas sobre la superficie celular de diversos tipos celulares. La implicacion del ligando conduce a la induccion
de la fosforilacion de las tirosina cinasas TYK2 y JAK-1, que estan acopladas con IFNAR-1 y 2 respectivamente. Una
vez fosforiladas, se liberan las proteinas STAT del receptor y forman homodimeros asi como heterodimeros. Una
vez liberados, los dimeros de STAT se asocian con el factor sensible a interferén 9 (IRF-9), una proteina de union a
ADN, formando un complejo llamado factor 3 de gen estimulado por IFN (ISGF-3), que migra al nucleo. A
continuacion, se une el complejo ISGF-3 a un elemento de ADN existente en direccion aguas arriba de todos los
genes inducibles por IFN. Los interferones de tipo 1 se describen extensamente en la bibliografia, p.ej. en la pat. de
EE.UU. n° 7.625.555, "Recombinant human interferon-like proteins".

Los IFN de tipo 1 tienen una similitud estructural sustancial, como se evidencia por sus secuencias y su capacidad
de unién a receptor compartida. Segun Kontsek, P., 1994, "Human type | interferons: structure and function," Acta
Virol. 38(6): 345-60, los interferones de tipo 1 humanos (se habian resefiado 13 hasta la fecha) tienen un 20 % de
homologia de secuencia global, que determina un plegamiento secundario y terciario idéntico de los polipéptidos.
Ademas, Kontsek resefia que los modelos tridimensionales sugieren que la estructura globular de IFN de tipo |
consiste en un haz de 5 hélices o que podrian formar dos dominios polipeptidicos. El enlace disulfuro Cys 29-Cys
139 estabiliza ambos dominios en una configuracion bioactiva. Se cree que dos regiones hidréfilas conservadas
asociadas con los aminoacidos (aa) 30-41 y 120-145 constituyen el marco basico del sitio de reconocimiento de
receptor en IFN de tipo |, y se especula que los diferentes espectros de efectos bioldgicos entre los IFN de tipo |
humano son debidos a una heterogeneidad secuencial sutil en los segmentos de aa 30-41 y 120-145 y las regiones
hidréfilas variables de aa 23-26, 68-85 y 112-121. Una resefia posterior de Oritani, et al., 2001, "Type | interferons
and limitin: a comparison of structures, receptors, and functions," Cytokine Growth Factor Rev 12(4): 337-48,
describe miembros de la familia IFN-a, IFN-B, IFN-pi e IFN-tau. El articulo resefia también que IFN-a e IFN-B tienen
una estructura globular compuesta por cinco hélices a, y discute analisis de secuencia comparativa, una estructura
tridimensional prototipica, el analisis con anticuerpos monoclonales y la construccion de moléculas hibridas y
mutagénesis dirigida a sitio.

Se contempla la produccion de cualquier proteina interferén de tipo 1 usando los métodos de la presente invencion.
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Las proteinas interferén de tipo 1 que pueden producirse usando los métodos de la invencion incluyen, pero sin
limitacion, IFN-a 2a y 2b humano, IFN-$ 1b humano, IFN-k humano (p.ej., NM_020124, AAK63835, y descrito por
LaFleur, et al., 2001, "Interferon kappa, a novel type | interferon expressed in human keratinocytes," J. Biol, Chem.
276 (43), 39765-39771) e IFN-o humano (p.ej.,, NM_002177, NP_002168 y descritos en la pat. de EE.UU. n°
7.470.675, "Methods for treating cancer using interferon-or-expressing polynucleotides"). Se contempla también la
produccion de IFN-t usando los métodos de la invencion. Las secuencias aminoacidica y de acido nucleico estan
publicamente disponibles, p.€j., en GenBank.

Se han descrito catorce subtipos de proteinas IFN-a.: IFNA1, IFNA2, IFNA4, IFNAS5, IFNAG, IFNA7, IFNAS8, IFNA10,
IFNA13, IFNA14, IFNA16, IFNA17 e IFNA21. El IFN-a se realiza sintéticamente como agente terapéutico, como
interferon alfa-2a pegilado y como interferdn alfa-2b pegilado.

El IFN-B (IFNB1 o IFN-B 1b) es el subtipo B principal (véase, p.ej., GenBank NP002167.1, que proporciona la
secuencia del péptido maduro). Betaseron es un analogo de IFN-B humano en que la serina se genomanipuld para
sustituir a la cisteina en posicién 17, conocido como IFN-B 1b C17S (descrito en la pat. de EE.UU. n° 4.588.585,
"Human recombinant cysteine depleted interferon-p muteins"). La molécula es un polipéptido pequefio de 165
aminoacidos con un solo enlace disulfuro, y se produce en forma de una proteina no glicosilada.

Se describe el IFN-t, y se divulgan secuencias de IFN-t, p.ej. en la pat. de EE.UU. n° 7.214.367, "Orally-
administered interferon-tau compositions and methods".

Se han aprobado una serie de IFN de tipo 1 por la FDA para uso en el tratamiento de enfermedades en seres
humanos. La siguiente tabla enumera ejemplos de farmacos de interferén de tipo 1. En realizaciones de la invencion,
se produce cualquiera de estos farmacos usando los métodos reivindicados en la presente memoria.

Tabla 4. Ejemplos de farmacos de interferén de tipo 1

Nombre genérico Nombre comercial
Interferon o 2a Roferon A
Interferén o 2a pegilado Pegasys

Interferén o 2a pegilado Reiferon Retard
Interferén o 2b Intron A/Reliferon
Interferon o 2b pegilado Peglintron
Interferén o de leucocitos humanos Multiferon
(HulFN-a-Le)

Interferon B 1a, forma liquida Rebif

Interferon g 1a Avonex liofilizado
Interferon g 1b Betaseron/Betaferon

En realizaciones, se producen variantes y modificaciones de proteinas interferén de tipo 1 usando los métodos de la
presente invencion. Por ejemplo, se describen variantes de IFN-f en la pat. de EE.UU. n° 6.531.122 “Interferon-f
variants and conjugates," y la pat. de EE.UU. n°® 7.625.555. Los conjugados incluyen interferones de tipo 1 pegilados,
p.ej. los agentes PEGilados mostrados en la Tabla 4, e interferones ligados a restos no peptidicos.

Los métodos de la invencién se espera que sean Utiles para todos los interferones de tipo 1, debido a sus similitudes
estructurales. Se ha encontrado que ciertas proteinas estructuralmente no relacionadas, por ejemplo GCSF humano,
son malas candidatas para producir usando los métodos de la invencién. Cuando se produjo y se extrajo GCSF
usando métodos como se describen en la presente memoria, se extrajo menos de un 5 % de la cantidad de proteina
GCSF en la fraccion insoluble en forma de proteina soluble (datos no mostrados).

En general, con respecto a una secuencia aminoacidica, el término “modificacion” incluye sustituciones, inserciones,

alargamientos, deleciones y derivatizaciones solas o en combinacion. En algunas realizaciones, los péptidos pueden

incluir una o mas modificaciones de un residuo aminoacidico “no esencial’. En este contexto, un residuo

aminoacidico “no esencial” es un residuo que puede alterarse, p.ej. eliminarse o sustituirse, en la secuencia

aminoacidica novedosa sin anular ni reducir sustancialmente la actividad (p.€j., la actividad agonista) del péptido

(p-€j., el péptido analogo). En algunas realizaciones, los péptidos pueden incluir una o mas modificaciones de un
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residuo aminoacidico “esencial’. En este contexto, un residuo aminoacidico “esencial” es un residuo que, cuando se
altera, p.ej. se elimina o sustituye, en la secuencia aminoacidica novedosa, se reduce sustancialmente o anula la
actividad del péptido de referencia. En tales realizaciones, cuando se altera un residuo aminoacidico esencial, el
péptido modificado puede poseer una actividad de un interferén de tipo 1 de interés en los métodos proporcionados.
Las sustituciones, inserciones y deleciones pueden ser en el extremo N-terminal o C-terminal, o pueden ser en
porciones internas de la proteina. A modo de ejemplo, la proteina puede incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas
sustituciones, tanto de manera consecutiva como espaciada a lo largo de la molécula peptidica. Solas o en
combinacién con las sustituciones, el péptido puede incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas inserciones, de nuevo de
manera consecutiva o espaciada a lo largo de la molécula peptidica. El péptido, solas o en combinacién con las
sustituciones y/o inserciones, puede incluir también 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas deleciones, de nuevo de
manera consecutiva o espaciada a lo largo de la molécula peptidica. El péptido, solas o en combinacién con las
sustituciones, inserciones y/o deleciones, puede incluir también 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas adiciones
aminoacidicas.

Las sustituciones incluyen sustituciones aminoacidicas conservativas. Una “sustitucion aminoacidica conservativa”
es aquella en que el residuo aminoacidico es reemplazado por un residuo aminoacidico que tiene una cadena lateral
o caracteristicas fisicoquimicas similares (p.ej., rasgos electrostaticos, de unién a hidrogeno, isostéricos o
hidréfobos). Los aminoacidos pueden ser de origen natural o de origen no natural (no naturales). Son conocidas en
la materia familias de residuos aminoacidicos que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen
aminoacidos con cadenas laterales basicas (p.gj., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (p.ej., acido
aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (p.ej., glicina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, tirosina, metionina, cisteina), cadenas laterales no polares (p.ej., alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, triptéfano), cadenas laterales B-ramificadas (p.ej., treonina, valina, isoleucina) y cadenas
laterales aromaticas (p.ej., tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Las sustituciones pueden incluir también
cambios no conservativos.

Métodos para seleccionar las condiciones de extraccion 6ptimas

En realizaciones de la presente invencion, se usan los resultados del analisis estadistico expuestos en la Figura 4B
para optimizar ademas las condiciones de extraccion dentro de los intervalos de valores de parametro
proporcionados. Se espera observar un alto nivel de produccién de proteina soluble de todos los interferones de tipo
1 cuando se practica la invencién usando cualquier valor dentro de los intervalos expuestos. No obstante, esta
dentro de la capacidad de un especialista en la materia utilizar la herramienta representada por la Figura 4B para
optimizar las condiciones de extraccion para ajustarse a la necesidad en cuestion.

Evaluacion del producto
Rendimiento de proteina

El rendimiento de proteina en las fracciones insoluble y soluble como se describen en la presente memoria puede
determinarse mediante métodos conocidos por los especialistas en la materia, por ejemplo por electroforesis en gel
capilar (CGE) y analisis de transferencia Western.

Las medidas utiles del rendimiento de proteina incluyen, p.ej., la cantidad de proteina recombinante por volumen de
cultivo (p.ej., gramos o miligramos de proteina/litro de cultivo), porcentaje o fraccion de proteina recombinante
medida en el sedimento insoluble obtenido después de lisis (p.ej., cantidad de proteina recombinante en
sobrenadante de extracto/cantidad de proteina en la fraccion insoluble), porcentaje o fraccién de proteina activa
(p-€j., cantidad de proteina activa/cantidad de proteina usada en el ensayo), porcentaje o fraccion de proteina celular
total (tcp), cantidad de proteina/célula y porcentaje de biomasa seca. En realizaciones, la medida del rendimiento de
proteina como se describe en la presente memoria esta basada en la cantidad de proteina soluble o la cantidad de
proteina activa, o ambas, obtenida.

En realizaciones, pueden usarse los métodos de la presente invencién para obtener un rendimiento de proteina
recombinante extraida de aproximadamente 0,3 gramos por litro a aproximadamente 10 gramos por litro. En ciertas
realizaciones, el rendimiento de proteina recombinante extraida es de aproximadamente 0,3 gramos por litro a
aproximadamente 1 gramo por litro, de aproximadamente 1 gramo por litro a aproximadamente 2 gramos por litro, de
aproximadamente 2 gramos por litro a aproximadamente 3 gramos por litro, de aproximadamente 3 gramos por litro
a aproximadamente 4 gramos por litro, de aproximadamente 4 gramos por litro a aproximadamente 5 gramos por
litro, de aproximadamente 5 gramos por litro a aproximadamente 6 gramos por litro, de aproximadamente 6 gramos
por litro a aproximadamente 7 gramos por litro, de aproximadamente 7 gramos por litro a aproximadamente 8
gramos por litro, de aproximadamente 8 gramos por litro a aproximadamente 9 gramos por litro o de
aproximadamente 9 gramos por litro a aproximadamente 10 gramos por litro. En realizaciones, el rendimiento de
proteina extraida es de aproximadamente 1 gramo por litro a aproximadamente 3 gramos por litro, de
aproximadamente 2 gramos por litro a aproximadamente 4 gramos por litro, de aproximadamente 3 gramos por litro
a aproximadamente 5 gramos por litro, de aproximadamente 4 gramos por litro a aproximadamente 6 gramos por
litro, de aproximadamente 5 gramos por litro a aproximadamente 7 gramos por litro, de aproximadamente 6 gramos
por litro a aproximadamente 8 gramos por litro, de aproximadamente 7 gramos por litro a aproximadamente 9
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gramos por litro o de aproximadamente 8 gramos por litro a aproximadamente 10 gramos por litro. En realizaciones,
el rendimiento de proteina extraida es de aproximadamente 0,5 gramos por litro a aproximadamente 4 gramos por
litro, de 1 gramo por litro a aproximadamente 5 gramos por litro, de 2 gramos por litro a aproximadamente 6 gramos
por litro, de aproximadamente 3 gramos por litro a aproximadamente 7 gramos por litro, de aproximadamente 4
gramos por litro a aproximadamente 8 gramos por litro, de aproximadamente 5 gramos por litro a aproximadamente
9 gramos por litro o de aproximadamente 6 gramos por litro a aproximadamente 10 gramos por litro. En
realizaciones, el rendimiento de proteina extraida es de aproximadamente 0,5 gramos por litro a aproximadamente 5
gramos por litro, de aproximadamente 1 gramo por litro a aproximadamente 6 gramos por litro, de aproximadamente
2 gramos por litro a aproximadamente 7 gramos por litro, de aproximadamente 3 gramos por litro a
aproximadamente 8 gramos por litro, de aproximadamente 4 gramos por litro a aproximadamente 9 gramos por litro
o de aproximadamente 5 gramos por litro a aproximadamente 10 gramos por litro.

En realizaciones, la cantidad de proteina interferén recombinante detectada en la fraccién de sobrenadante extraida
es de aproximadamente 10 % a aproximadamente 95 % de la cantidad de proteina interferon recombinante
detectada en la fraccion insoluble. En realizaciones, esta cantidad es de aproximadamente 10 %, aproximadamente
15 %, aproximadamente 20 %, aproximadamente 25 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 35 %,
aproximadamente 40 %, aproximadamente 45 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 55 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 65 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 75 %,
aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 % o aproximadamente 95 %. En
realizaciones, esta cantidad es de aproximadamente 10 % a aproximadamente 20 %, de 20 % a aproximadamente
50 %, de aproximadamente 25 % a aproximadamente 50 %, de aproximadamente 25 % a aproximadamente 50 %,
de aproximadamente 25 % a aproximadamente 95 %, de aproximadamente 30 % a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 30 % a aproximadamente 40 %, de aproximadamente 30 % a aproximadamente 60 %, de
aproximadamente 30 % a aproximadamente 70 %, de aproximadamente 35 % a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 35 % a aproximadamente 70 %, de aproximadamente 35 % a aproximadamente 75 %, de
aproximadamente 35 % a aproximadamente 95 %, de aproximadamente 40 % a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 40 % a aproximadamente 95 %, de aproximadamente 50 % a aproximadamente 75 %, de
aproximadamente 50 % a aproximadamente 95 % o de aproximadamente 70 % a aproximadamente 95 %.

El rendimiento de proteina medido en la fraccion insoluble no extraida es tipicamente mayor que en el sobrenadante
de extracto, ya que se pierde material durante el procedimiento de extraccion. Los rendimientos de los cultivos de
fermentacioén son tipicamente mayores que aquellos de cultivos de HTP menores.

“Porcentaje de proteina celular total” es la cantidad de proteina o polipéptido en la célula hospedadora en forma de
porcentaje de proteina celular agregada. La determinacion del porcentaje de proteina celular total es bien conocida
en la materia.

En realizaciones, la cantidad de proteina interferén detectada en la fraccion de sobrenadante extraido producida es
de aproximadamente 1 % a aproximadamente 75 % de la proteina celular total. En ciertas realizaciones, la proteina
recombinante producida es de aproximadamente 1 %, aproximadamente 2 %, aproximadamente 3 %,
aproximadamente 4 %, aproximadamente 5 %, aproximadamente 10 %, aproximadamente 15 %, aproximadamente
20 %, aproximadamente 25 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 35 %, aproximadamente 40 %,
aproximadamente 45 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 55 %, aproximadamente 60 %,
aproximadamente 65 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 75 %, de aproximadamente 1 % a
aproximadamente 5 %, de aproximadamente 1 % a aproximadamente 10 %, de aproximadamente %
aproximadamente 20 %, de aproximadamente 1 % a aproximadamente 30 %, de aproximadamente 1 %
aproximadamente 40 %, de aproximadamente 1% a aproximadamente 50 %, de aproximadamente %
aproximadamente 60 %, de aproximadamente 1 % a aproximadamente 75 %, de aproximadamente 2 %
aproximadamente 5 %, de aproximadamente 2 % a aproximadamente 10 %, de aproximadamente %
aproximadamente 20 %, de aproximadamente 2 % a aproximadamente 30 %, de aproximadamente %
aproximadamente 40 %, de aproximadamente 2 % a aproximadamente 50 %, de aproximadamente %
aproximadamente 60 %, de aproximadamente 2 % a aproximadamente 75 %, de aproximadamente %
aproximadamente 5 %, de aproximadamente 3 % a aproximadamente 10 %, de aproximadamente %
aproximadamente 20 %, de aproximadamente 3 % aproximadamente 30 %, de aproximadamente 3 %
aproximadamente 40 %, de aproximadamente 3 % aproximadamente 50 %, de aproximadamente 3 %
aproximadamente 60 %, de aproximadamente 3 % aproximadamente 75 %, de aproximadamente 4 %
aproximadamente 10 %, de aproximadamente 4 % aproximadamente 20 %, de aproximadamente 4 %
aproximadamente 30 %, de aproximadamente 4 % aproximadamente 40 %, de aproximadamente 4 %
aproximadamente 50 %, de aproximadamente 4 % aproximadamente 60 %, de aproximadamente 4 %
aproximadamente 75 %, de aproximadamente 5 % aproximadamente 10 %, de aproximadamente 5 %
aproximadamente 20 %, de aproximadamente 5 % aproximadamente 30 %, de aproximadamente 5 %
aproximadamente 40 %, de aproximadamente 5 % aproximadamente 50 %, de aproximadamente 5 %
aproximadamente 60 %, de aproximadamente 5 % a aproximadamente 75 %, de aproximadamente 10 %
aproximadamente 20 %, de aproximadamente 10 % a aproximadamente 30 %, de aproximadamente 10 %
aproximadamente 40 %, de aproximadamente 10 % a aproximadamente 50 %, de aproximadamente 10 %
aproximadamente 60 %, de aproximadamente 10 % a aproximadamente 75 %, de aproximadamente 20 %
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aproximadamente 30 %, de aproximadamente 20 %
aproximadamente 50 %, de aproximadamente 20 %
aproximadamente 75 %, de aproximadamente 30 %
aproximadamente 50 %, de aproximadamente 30 %
aproximadamente 75 %, de aproximadamente 40 % a aproximadamente 50 %, de aproximadamente 40 %
aproximadamente 60 %, de aproximadamente 40 % a aproximadamente 75 %, de aproximadamente 50 %
aproximadamente 60 %, de aproximadamente 50 % a aproximadamente 75 %, de aproximadamente 60 %
aproximadamente 75 % o de aproximadamente 70 % a aproximadamente 75 % de la proteina celular total.

aproximadamente 40 %, de aproximadamente 20 %
aproximadamente 60 %, de aproximadamente 20 %
aproximadamente 40 %, de aproximadamente 30 %
aproximadamente 60 %, de aproximadamente 30 %

[OREGRNOREGRE G R ]
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Solubilidad y actividad

La “solubilidad” y “actividad” de una proteina, aunque cualidades relacionadas, se determinan generalmente por
medios diferentes. La solubilidad de una proteina, particularmente una proteina hidréfoba, indica que los residuos
aminoacidicos hidréfobos estan localizados inapropiadamente en el exterior de la proteina plegada. La actividad de
la proteina, que puede evaluarse usando diferentes métodos, p.ej. como se describe a continuacion, es otro
indicador de una conformacién de proteina apropiada. “Soluble, activa o ambas” como se usa en la presente
memoria hace referencia a una proteina que se determina que es soluble, activa o tanto soluble como activa
mediante métodos conocidos por los especialistas en la materia.

Ensayos de actividad de interferén

Los ensayos para evaluar la actividad de proteina interferén son conocidos en la materia e incluyen ensayos de
actividad de uniéon que miden la union de interferédn a un ligando estandar, p.ej. una columna de Blue sepharose o
una columna de anticuerpo especifica.

La actividad biologica de los interferones puede cuantificarse usando ensayos conocidos, muchos de los cuales
estan comercialmente disponibles en kits. Se ha mostrado que la mayoria o todas las especies de interferén ejercen
un espectro similar de actividades bioldgicas in vitro en células sensibles, a pesar de la existencia de diferentes
receptores para IFN de tipo | y tipo Il. Las actividades biolégicas inducidas por IFN incluyen actividad antivirica, que
esta mediada por receptores celulares y es dependiente de la activacion de rutas de sefializacion, la expresion de
productos génicos especificos y el desarrollo de mecanismos antiviricos. La sensibilidad de las células ante la
actividad antivirica mediada por IFN es variable, y depende de una serie de factores que incluyen tipo celular,
expresion de receptores de IFN y elementos de respuesta efectores posteriores, eficacia de los mecanismos
antiviricos y tipo de virus usado para infectar las células.

Los ensayos de actividad biolégica incluyen, p.ej., ensayos de efecto citopatico (CPE), ensayos de actividad
antivirica, ensayos que miden la inhibicion de la proliferaciéon celular, la regulacién de las actividades celulares
funcionales, la regulacion de la diferenciacion celular y la inmunomodulacion. Los ensayos de gen indicador incluyen
el ensayo basado en células indicadoras de luciferasa descrito en la presente memoria en los Ejemplos. En un
ensayo de gen indicador, la region promotora de un gen sensible a IFN esta ligada con un gen indicador heterdlogo,
por ejemplo luciferasa de luciérnaga o fosfatasa alcalina, y transfectada a una estirpe celular sensible a IFN. Las
estirpes celulares transfectadas establemente expuestas a IFN aumentan la expresion del producto génico indicador
en relacion directa a la dosis de IFN, siendo la lectura una medida de la accién enzimatica de este producto. Estan
disponibles comercialmente muchas herramientas y kits de ensayo de actividad. Se describen ensayos biolégicos
para interferones, p.ej., por Meager A, "Biological assays for interferons," 1 Marzo de 2002, J. Immunol. Methods
261(1-2): 21-36.

En realizaciones, la actividad se representa por el % de proteina activa en el sobrenadante de extracto en
comparacion con la cantidad total ensayada. Esto esta basado en la cantidad de proteina que se determina que es
activa mediante el ensayo respecto a la cantidad total de proteina usada en el ensayo. En otras realizaciones, la
actividad se representa por el % de nivel de actividad de la proteina en comparacion con un patrén, p.ej. proteina
nativa. Esto esta basado en la cantidad de proteina activa en la muestra de extracto de sobrenadante respecto a la
cantidad de proteina activa en una muestra patrén (donde se usa la misma cantidad de proteina de cada muestra en
el ensayo).

En realizaciones, se determina que es activa de aproximadamente 40 % a aproximadamente 100 % de la proteina
interferén recombinante. En realizaciones, se determina que es activa aproximadamente al 40 %, aproximadamente
al 50 %, aproximadamente al 60 %, aproximadamente al 70 %, aproximadamente al 80 %, aproximadamente al
90 % o aproximadamente al 100 % de la proteina interferon recombinante. En realizaciones, se determina que es
activa de aproximadamente 40 % a aproximadamente 50 %, de aproximadamente 50 % a aproximadamente 60 %,
de aproximadamente 60 % a aproximadamente 70 %, de aproximadamente 70 % a aproximadamente 80 %, de
aproximadamente 80 % a aproximadamente 90 %, de aproximadamente 90 % a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 50 % a aproximadamente 100 %, de aproximadamente 60 % a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 70 % a aproximadamente 100 %, de aproximadamente 80 % a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 40 % a aproximadamente 90 %, de aproximadamente 40 % a aproximadamente 95 %, de
aproximadamente 50 % a aproximadamente 90 %, de aproximadamente 50 % a aproximadamente 95 %, de
aproximadamente 50 % a aproximadamente 100 %, de aproximadamente 60 % a aproximadamente 90 %, de
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aproximadamente 60 % a aproximadamente 95 %, de aproximadamente 60 % a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 70 % a aproximadamente 90 %, de aproximadamente 70 % a aproximadamente 95 %, de
aproximadamente 70 % a aproximadamente 100 % o de aproximadamente 70 % a aproximadamente 100 % de la
proteina interferon recombinante.

En otras realizaciones, se determina que es activa de aproximadamente 75 % a aproximadamente 100 % de la
proteina interferén recombinante. En realizaciones, se determina que es activa de aproximadamente 75 %
aproximadamente 80 %, de aproximadamente 75 % a aproximadamente 85 %, de aproximadamente 75 %
aproximadamente 90 %, de aproximadamente 75 % a aproximadamente 95 %, de aproximadamente 80 %
aproximadamente 85 %, de aproximadamente 80 % a aproximadamente 90 %, de aproximadamente 80 %
aproximadamente 95 %, de aproximadamente 80 % a aproximadamente 100 %, de aproximadamente 85 %
aproximadamente 90 %, de aproximadamente 85 % a aproximadamente 95 %, de aproximadamente 85 %
aproximadamente 100 %, de aproximadamente 90 % a aproximadamente 95 %, de aproximadamente 90 %
aproximadamente 100 % o de aproximadamente 95 % a aproximadamente 100 % de la proteina interferén
recombinante.

[V RGO RO RO RN

Sistemas de expresion

Se describen métodos para expresar proteinas heterdlogas que incluyen secuencias reguladoras utiles (p.ej.
promotores, secuencias lideres de secrecion y sitios de unidn a ribosoma) en células hospedadoras de
Pseudomonas, asi como células hospedadoras utiles en los métodos de la presente invencion, p.ej. en la pub. de
sol. de pat. de EE.UU. n° 2008/0269070 y la sol. de pat. de EE.UU. n° de serie 12/610.207, ambas tituladas "Method
for Rapidly Screening Microbial Hosts to Identify Certain Strains with Improved Yield and/or Quality in the Expression
of Heterologous Proteins", la sol. de pat. de EE.UU. n° 2006/0040352, "Expression of Mammalian Proteins in
Pseudomonas Fluorescens" y la pub. de sol. de pat. de EE.UU. n°. 2006/0110747, "Process for Improved Protein
Expression by Strain Engineering”. Estas publicaciones describen también estirpes hospedadoras bacterianas utiles
en la practica de los métodos de la invencion que se han genomanipulado para sobreexpresar moduladores de
plegamiento o en las que se han introducido mutaciones de proteasa para aumentar la expresion de proteina
heteréloga. Se describen secuencias lider con detalle en la pub. de sol. de pat. de EE.UU. n° 2008/0193974,
"Bacterial leader sequences for increased expression" y la pub. de sol. de pat. de EE.UU. n°® 2006/0008877,
"Expression systems with Sec-secretion," asi como en la sol. de pat. de EE.UU. n° de serie 12/610.207.

Promotores

Los promotores usados de acuerdo con la presente invencién pueden ser promotores constitutivos o promotores
regulados. Los ejemplos comunes de promotores regulados utiles incluyen aquellos de la familia derivada del
promotor lac (concretamente, el promotor lacZ), especialmente los promotores tac y trc descritos en la pat. de
EE.UU. n°. 4.551.433 de DeBoer, asi como Ptac16, Ptac17, Ptacll, PlacUV5 y el promotor T7lac. En una realizacion,
el promotor no deriva del organismo de la célula hospedadora. En ciertas realizaciones, el promotor deriva de un
organismo E. coli.

Pueden usarse secuencias promotoras inducibles para regular la expresion de interferones de acuerdo con los
métodos de la invencién. En realizaciones, los promotores inducibles utiles en los métodos de la presente invencion
incluyen aquellos de la familia derivada del promotor lac (concretamente el promotor lacZ), especialmente los
promotores tac y trc, descritos en la pat. de EE.UU. n® 4.551.433 de DeBoer, asi como Ptac16, Ptac17, Ptacll,
PlacUV5 y el promotor T7lac. En una realizacion, el promotor no deriva del organismo de la célula hospedadora. En
ciertas realizaciones, el promotor deriva de un organismo E. coli.

Los ejemplos comunes de promotores de tipo no lac utiles en sistemas de expresion segun la presente invencion
incluyen, p.ej. aquellos enumerados en la Tabla 5.

Tabla 5. Ejemplos de promotores no lac

Promotor Inductor

Pr Alta temperatura

PL Alta temperatura

Pm Alquilbenzoatos o halogenobenzoatos
Pu Alquiltoluenos o halogenotoluenos
Psal Salicilatos

Véanse, p.gj.: J. Sanchez-Romero y V. De Lorenzo (1999) “Manual of Industrial Microbiology and Biotechnology” (A.
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Demain y J. Davies, eds.) pag. 460-74 (ASM Press, Washington, D.C.); H. Schweizer (2001) Current Opinion in
Biotechnology, 12: 439-445 y R. Slater y R. Williams (2000 “Molecular Biology and Biotechnology” (J. Walker y R.
Rapley, eds.) pag. 125-54 (The Royal Society of Chemistry, Cambridge, RU)). Puede usarse también un promotor
que tiene la secuencia nucleotidica de un promotor nativo de la célula hospedadora bacteriana seleccionada para
controlar la expresion del transgén que codifica el polipéptido diana, p.ej. un promotor de operén de antranilato o
benzoato de Pseudomonas (Pant, Pben). Pueden usarse también promotores en serie en que mas de un promotor
esta enlazado covalentemente con otro, en la misma o diferente secuencia, p.ej. un promotor en serie Pant-Pben
(hibrido interpolimérico) o un promotor en serie Plac-Plac, o derivado del mismo o diferentes organismos.

Los promotores regulados utilizan proteinas reguladoras promotoras para controlar la transcripcion del gen del que
es parte el promotor. Cuando se usa un promotor regulado en la presente memoria, la correspondiente proteina
reguladora promotora sera también parte de un sistema de expresion segun la presente invencion. Los ejemplos de
proteinas reguladoras promotoras incluyen: proteinas activadoras, p.ej. proteina activadora de catabolito de E. col,
proteina MalT; activadores transcripcionales de la familia de AraC; proteinas represoras, p.ej. proteinas Lacl de E.
coli y proteinas reguladoras de funcién dual, p.ej. proteina NagC de E. coli. Son conocidos en la materia muchos
pares de promotor regulado/ proteina reguladora promotora. En una realizacion, el constructo de expresion para la
proteina o proteinas diana y la proteina heteréloga de interés esta bajo el control del mismo elemento regulador.

Las proteinas reguladoras promotoras interaccionan con un compuesto efector, concretamente un compuesto que
se asocia reversible o irreversiblemente con la proteina reguladora para posibilitar que la proteina se libere o se una
a al menos una region reguladora de la transcripcion de ADN del gen que esta bajo el control del promotor,
permitiendo o bloqueando asi la accidon de una enzima transcriptasa en la iniciacién de la transcripcion del gen. Los
compuestos efectores se clasifican como inductores o correpresores, y estos compuestos incluyen compuestos
efectores nativos y compuestos inductores gratuitos. Son conocidos en la materia muchos trios de promotor
regulado/proteina reguladora promotora/compuesto efector. Aunque puede usarse un compuesto efector a lo largo
del cultivo celular o fermentacién, en una realizacion preferida en que se usa un promotor regulado, después del
crecimiento de una cantidad o densidad deseada de biomasa de célula hospedadora, se afiade un compuesto
efector apropiado al cultivo dando como resultado directo o indirecto la expresion del gen o genes deseados que
codifican la proteina o polipéptido de interés.

En realizaciones en las que se utiliza un promotor de la familia lac, puede estar presente también un gen lacl en el
sistema. El gen lacl, que es normalmente un gen expresado constitutivamente, codifica la proteina represora de Lac
proteina Lacl, que se une al operador lac de los promotores de la familia lac. Por tanto, cuando se utiliza un
promotor de la familia lac, puede incluirse también el gen lacl y expresarse en el sistema de expresion.

Se describen en la bibliografia sistemas promotores utiles en Pseudomonas, p.ej. en la publ. de sol. de pat. de
EE.UU. n° 2008/0269070, referenciada también anteriormente.

Otros elementos reguladores

En realizaciones, las proteinas solubles estan presentes en el citoplasma o periplasma de la célula durante la
produccion. Las secuencias lider de secrecion Utiles para orientarse a proteinas se describen en otro lugar de la
presente memoria y en la pub. de sol. de pat. de EE.UU. n° 2008/0193974, la pub. de sol. de pat. de EE.UU n°®
2006/0008877 y en la sol. de pat. de EE.UU. n° de serie 12/610.207, referenciadas anteriormente.

Un constructo de expresion util en la practica de los métodos de la presente invencidon puede incluir, ademas de la
secuencia de codificacion de la proteina, los siguientes elementos reguladores ligados operativamente a la misma:
un promotor, un sitio de unién a ribosoma (RBS), un terminador de la transcripcion y sefiales de inicio y terminacion
traduccionales. Pueden obtenerse RBS Uutiles de cualquiera de las especies Utiles como células hospedadoras en
sistemas de expresion segun, p.gj., la pub. de sol. de pat. de EE.UU. n® 2008/0269070 y la sol. de pat. de EE.UU. n°
de serie 12/610.207. Son conocidos muchos RBS especificos y una variedad de RBS de consenso, p.ej. aquellos
descritos y referenciados por D. Frishman ef al., Gene 234(2): 257-65 (8 de julio de 1999); y B. E. Suzek et al,,
Bioinformatics 17(12): 1123-30 (diciembre de 2001). Ademas, pueden usarse RBS nativos o sintéticos, p.ej. aquellos
descritos en: EP 0207459 (RBS sintéticos); O. lkehata et al., Eur. J. Biochem. 181(3): 563-70 (1989) (secuencia de
RBS nativa de AAGGAAG). Se describen ejemplos adicionales de métodos, vectores y elementos de traduccion y
transcripcion y otros elementos Utiles en la presente invencion, p.ej. en la pat. de EE.UU. n° 5.055.294 de Gilroy y la
pat. de EE:UU. n° 5.128.130 de Gilroy et al.; la pat. de EE.UU. n°® 5.281.532 de Rammler et al.; las pat. de EE.UU. n°®
4.695.455 y 4.861.595 de Barnes et al.; la pat. de EE.UU. n° 4.755.465 de Gray et al. y la pat. de EE.UU. n°
5.169.760 de Wilcox.

Estirpes hospedadoras

Se contemplan hospedadores bacterianos, incluyendo Pseudomonas y organismos bacterianos estrechamente
relacionados, para uso en la practica de los métodos de la invencion. En ciertas realizaciones, la célula hospedadora
de Pseudomonas es de Pseudomonas fluorescens. La célula hospedadora puede ser también una célula de E. coli.

Pseudomonas y las bacterias estrechamente relacionadas son generalmente parte del grupo definido como
"proteobacterias gramnegativas de subgrupo 1" o "bacilos y cocos aerdbicos gramnegativos " (Buchanan y Gibbons
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(eds.) (1974) “Bergey's Manual of Determinative Bacteriology”, pag. 217-289). Se describen estirpes hospedadoras
de Pseudomonas en la bibliografia, p.ej., en la pub. de sol. de pat. de EE.UU. n° 2006/0040352, citada
anteriormente.

Por ejemplo, los hospedadores de Pseudomonas pueden incluir las células del género Pseudomonas, Pseudomonas
enalia (ATCC 14393), Pseudomonas nigrifaciensi (ATCC 19375) y Pseudomonas putrefaciens (ATCC 8071), que se
han reclasificado respectivamente como Alteromonas haloplanktis, Alteromonas nigrifaciens y Alteromonas
putrefaciens. De forma similar, p.ej. Pseudomonas acidovorans (ATCC 15668) y Pseudomonas testosteroni (ATCC
11996) se han reclasificado desde entonces como Comamonas acidovorans y Comamonas testosteroni,
respectivamente y Pseudomonas nigrifaciens (ATCC 19375) y Pseudomonas piscicida (ATCC 15057) se han
reclasificado respectivamente como Pseudoalteromonas nigrifaciens y Pseudoalteromonas piscicida.

La célula hospedadora puede seleccionarse de “proteobacterias gramnegativas de subgrupo 16”. Las
“proteobacterias gramnegativas de subgrupo 16” se definen como el grupo de proteobacterias de las siguientes
especies de Pseudomonas (con los nimeros de deposito en la ATCC u otro de la estirpe o estirpes ejemplares
mostrados entre paréntesis): Pseudomonas abietaniphila (ATCC 700689); Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145);
Pseudomonas alcaligenes (ATCC 14909); Pseudomonas anguilliseptica (ATCC 33660); Pseudomonas citronellolis
(ATCC 13674); Pseudomonas flavescens (ATCC 51555); Pseudomonas mendocina (ATCC 25411); Pseudomonas
nitroreducens (ATCC 33634); Pseudomonas oleovorans (ATCC 8062); Pseudomonas pseudoalcaligenes (ATCC
17440); Pseudomonas resinovorans (ATCC 14235); Pseudomonas straminea (ATCC 33636); Pseudomonas agarici
(ATCC 25941); Pseudomonas alcaliphila; Pseudomonas alginovora;, Pseudomonas andersonii; Pseudomonas
asplenii (ATCC 23835); Pseudomonas azelaica (ATCC 27162); Pseudomonas beyerinckii (ATCC 19372);
Pseudomonas borealis; Pseudomonas boreopolis (ATCC 33662); Pseudomonas brassicacearum; Pseudomonas
butanovora (ATCC 43655); Pseudomonas cellulosa (ATCC 55703); Pseudomonas aurantiaca (ATCC 33663);
Pseudomonas chlororaphis (ATCC 9446, ATCC 13985, ATCC 17418, ATCC 17461); Pseudomonas fragi (ATCC
4973); Pseudomonas lundensis (ATCC 49968); Pseudomonas taetrolens (ATCC 4683); Pseudomonas cissicola
(ATCC 33616); Pseudomonas coronafaciens; Pseudomonas diterpeniphila; Pseudomonas elongata (ATCC 10144);
Pseudomonas flectens (ATCC 12775); Pseudomonas azotoformans; Pseudomonas brenneri; Pseudomonas
cedrella; Pseudomonas corrugata (ATCC 29736); Pseudomonas extremorientalis; Pseudomonas fluorescens (ATCC
35858); Pseudomonas gessardii; Pseudomonas libanensis; Pseudomonas mandelii (ATCC 700871); Pseudomonas
marginalis (ATCC 10844); Pseudomonas migulae; Pseudomonas mucidolens (ATCC 4685); Pseudomonas orientalis;
Pseudomonas rhodesiae; Pseudomonas synxantha (ATCC 9890); Pseudomonas tolaasii (ATCC 33618);
Pseudomonas veronii (ATCC 700474); Pseudomonas frederiksbergensis; Pseudomonas geniculata (ATCC 19374);
Pseudomonas gingeri; Pseudomonas graminis; Pseudomonas grimontii; Pseudomonas halodenitrificans;
Pseudomonas halophila;, Pseudomonas hibiscicola (ATCC 19867); Pseudomonas huttiensis (ATCC 14670);
Pseudomonas hydrogenovora; Pseudomonas jessenii (ATCC 700870); Pseudomonas kilonensis; Pseudomonas
lanceolata (ATCC 14669); Pseudomonas lini; Pseudomonas marginata (ATCC 25417); Pseudomonas mephitica
(ATCC 33665); Pseudomonas denitrificans (ATCC 19244); Pseudomonas pertucinogena (ATCC 190); Pseudomonas
pictorum (ATCC 23328); Pseudomonas psychrophila; Pseudomonas filva (ATCC 31418); Pseudomonas monteilii
(ATCC 700476); Pseudomonas mosselii; Pseudomonas oryzihabitans (ATCC 43272); Pseudomonas plecoglossicida
(ATCC 700383); Pseudomonas putida (ATCC 12633); Pseudomonas reactans; Pseudomonas spinosa (ATCC
14606); Pseudomonas balearica; Pseudomonas luteola (ATCC 43273);. Pseudomonas stutzeri (ATCC 17588);
Pseudomonas amygdali (ATCC 33614); Pseudomonas avellanae (ATCC 700331); Pseudomonas caricapapayae
(ATCC 33615); Pseudomonas cichorii (ATCC 10857); Pseudomonas ficuserectae (ATCC 35104); Pseudomonas
fuscovaginae; Pseudomonas meliae (ATCC 33050); Pseudomonas syringae (ATCC 19310); Pseudomonas viridiflava
(ATCC 13223); Pseudomonas thermocarboxydovorans (ATCC 35961); Pseudomonas thermotolerans; Pseudomonas
thivervalensis; Pseudomonas vancouverensis (ATCC 700688); Pseudomonas wisconsinensis y Pseudomonas
Xiamenensis.

La célula hospedadora puede seleccionarse también de “protebacterias gramnegativas de subgrupo 17”. Las
“proteobacterias gramnegativas de subgrupo 17" se definen como el grupo de proteobacterias conocido en la
materia como “pseudomoénadas fluorescentes” que incluye aquellas pertenecientes, p.ej. a las siguientes especies
de Pseudomonas: Pseudomonas azotoformans; Pseudomonas brenneri; Pseudomonas cedrella; Pseudomonas
corrugata; Pseudomonas extremorientalis; Pseudomonas fluorescens; Pseudomonas gessardii; Pseudomonas
libanensis; Pseudomonas mandelii; Pseudomonas marginalis; Pseudomonas migulae; Pseudomonas mucidolens;
Pseudomonas orientalis; Pseudomonas rhodesiae; Pseudomonas synxantha; Pseudomonas tolaasii y Pseudomonas
veronii.

Optimizacion de codoén

Los métodos para optimizar codones para mejorar la expresion en hospedadores bacterianos son conocidos vy la
materia y se describen en la bibliografia. Por ejemplo, se describe la optimizacion de codones para expresion en una
estirpe hospedadora de Pseudomonas, p.ej., en la pub. de sol. de pat. de EE.UU. n°.2007/0292918, "Codon
Optimization Method".

Se describe la optimizacion de coddn para expresion en E. coli, p.ej.. en Welch, et al., 2009, PLoS One, "Design
Parameters to Control Synthetic Gene Expression in Escherichia coli’, 4(9): e€7002, Ghane, et al., 2008,
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"Overexpression of Biologically Active Interferon B Using Synthetic Gene in E. coli", Journal of Sciences, Islamic
Republic of Iran 19(3): 203-209 y Valente, et al, 2004, "Translational Features of Human Alpha 2b Interferon
Production in Escherichia coli," Applied and Environmental Microbiology 70(8): 5033-5036.

Formato de fermentacion

El sistema de expresion segun la presente invencion puede cultivarse en cualquier formato de fermentacion. Por
ejemplo, pueden emplearse en la presente memoria los modos de fermentacion por lotes, alimentado por lotes,
semicontinuo y continuo.

En realizaciones, el medio de fermentacion puede seleccionarse de entre medios ricos, medios minimos y medios de
sales minerales. En otras realizaciones, se selecciona un medio minimo o un medio de sales minerales. En ciertas
realizaciones, se selecciona un medio de sales minerales.

Los medios de sales minerales consisten en sales minerales y una fuente de carbono tal como, p.ej., glucosa,
sacarosa o glicerol. Los ejemplos de medios de sales minerales incluyen, p.ej., medio M9, medio de Pseudomonas
(ATCC 179) y medio de Davis y Mingioli (véase, B D Davis y E S Mingioli (1950) J. Bact. 60: 17-28). Las sales
minerales usadas para preparar medios de sales minerales incluyen aquellas seleccionadas de entre, p.ej., fosfatos
de potasio, sulfato o cloruro de amonio, sulfato o cloruro de magnesio y oligominerales tales como cloruro de calcio,
borato y sulfatos de hierro, cobre, manganeso y cinc. Tipicamente, no se incluye una fuente de nitrégeno organico,
tal como peptona, triptona, aminoacidos o un extracto de levadura, en un medio de sales minerales. En lugar de ello,
se usa una fuente de nitrégeno inorganico y esta puede seleccionarse de entre, p.ej., sales de amonio, amoniaco
acuoso y amoniaco gaseoso. Un medio de sales minerales contendra tipicamente glucosa o glicerol como fuente de
carbono. En comparacion con los medios de sales minerales, los medios minimos pueden contener también sales
minerales y una fuente de carbono, pero pueden suplementarse, p.€j., con bajos niveles de aminoacidos, vitaminas,
peptonas u otros ingredientes, aunque estos se afiaden a niveles muy bajos. Los medios pueden prepararse usando
los métodos descritos en la materia, p.ej. en la pub. de sol. de pat. de EE.UU. n° 2006/0040352, referenciada
anteriormente. Se describen detalles de los procedimientos de cultivo y los medios de sales minerales Utiles en los
métodos de la presente invencion por Riesenberg, D et al., 1991, "High cell density cultivation of Escherichia coli at
controlled specific growth rate," J. Biotechnol. 20(1): 17-27.

La fermentacion puede efectuarse a cualquier escala. Los sistemas de expresion segun la presente invencion son
utiles para la expresion de proteina recombinante a cualquier escala. Por tanto, p.ej., pueden usarse volumenes de
fermentacion a escala de microlitro, escala de centilitro y escala de decilitro, y pueden usarse voliumenes de
fermentacioén a escala de 1 | y mayores.

En realizaciones, el volumen de fermentacion es de o por encima de aproximadamente 1 litro. En realizaciones, el
volumen de fermentacién es de aproximadamente 1 litro a aproximadamente 100 litros. En realizaciones, el volumen
de fermentacion es de aproximadamente 1 litro, aproximadamente 2 litros, aproximadamente 3 litros,
aproximadamente 4 litros, aproximadamente 5 litros, aproximadamente 6 litros, aproximadamente 7 litros,
aproximadamente 8 litros, aproximadamente 9 litros o aproximadamente 10 litros. En realizaciones, el volumen de
fermentacion es de aproximadamente 1 litro a aproximadamente 5 litros, de aproximadamente 1 litro a
aproximadamente 10 litros, de aproximadamente 1 litro a aproximadamente 25 litros, de aproximadamente 1 litro a
aproximadamente 50 litros, de aproximadamente 1 litro a aproximadamente 75 litros, de aproximadamente 10 litros a
aproximadamente 25 litros, de aproximadamente 25 litros a aproximadamente 50 litros o de aproximadamente 50
litros a aproximadamente 100 litros. En otras realizaciones, el volumen de fermentacién es de o por encima de 5
litros, 10 litros, 15 litros, 20 litros, 25 litros, 50 litros, 75 litros, 100 litros, 200 litros, 500 litros, 1.000 litros, 2.000 litros,
5.000 litros, 10.000 litros o 50.000 litros.

Aunque se han mostrado y descrito en la presente memoria realizaciones preferidas de la presente invencion, sera
obvio para los especialistas en la materia que tales realizaciones se proporcionan solo a modo de ejemplo. Se les
ocurriran ahora numerosas variaciones, cambios y sustituciones a los especialistas en la materia. Se pretende que
las siguientes reivindicaciones definan el alcance de la invencion y que los métodos y estructuras dentro del alcance
de estas reivindicaciones estén cubiertos por las mismas.

Ejemplos
Ejemplo 1: Produccién de rIFN-B a partir de muestras de expresion de alto rendimiento

En el siguiente experimento, se construyeron estirpes de expresion de IFN-B C17S y se cuantificd la cantidad de
IFN-B en la fraccion insoluble obtenida para cada una. Basandose en los datos resultantes, se seleccionaron ciertas
estirpes para uso en la optimizaciéon del proceso de extraccion no desnaturalizante en el método de la presente
invencion.

Construccion y crecimiento de estirpes de expresion de IFN-g

Se construyd la secuencia de codificacion de IFN-f 1b usando los codones preferidos de P. fluorescens que
codifican la secuencia aminoacidica de IFN-B humano correspondiente a Betaseron terapéutico. La Figura 7 muestra
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las secuencias aminoacidica y de ADN del gen de IFN-B (Betaseron) sintético.

Se construyeron plasmidos que portan el IFN-B optimizado de codén fusionado con diecinueve secuencias lider de
secrecion de P. fluorescens. Se incluyeron las secuencias lider para orientar la proteina al periplasma, donde puede
recuperarse en la forma apropiadamente plegada y activa. Ademas, se construyd un plasmido que porta el IFN-
optimizado de coddén disefiado para expresion citoplasmica.

Se impulsé la expresion de IFN-B por el promotor Ptac y se inicio la traduccion por un sitio de unién a ribosoma
(RBS) de alta (Hi) o media (Med) actividad. Se transformaron los 20 plasmidos resultantes en 30 estirpes
hospedadoras de P. fluorescens (16 estirpes con delecion de proteasa, 13 estirpes con sobreexpresion de
modulador de plegamiento y 1 estirpe de tipo silvestre), produciendo 600 estirpes de expresion (véanse las Tablas 6
y 7). Los moduladores de plegamiento, cuando estan presentes, se codificaban en un segundo plasmido y se
impulsaba la expresién por un promotor inducible por manitol.

Se hicieron crecer las treinta estirpes hospedadoras portadoras cada una de los 20 plasmidos de expresion de IFN-B
(600 hospedadores de expresion en total) por triplicado en placas de 96 pocillos. Se usaron para analisis muestras
recolectadas 24 horas después de la induccion.

Expresion de IFN-B usando la tecnologia de expresiéon Pfenex en formato de 96 pocillos

Se transform6 cada plasmido (Tabla 6) en 30 estirpes hospedadoras de P. fluorescens (Tabla 7) como sigue: se
descongelaron 25 microlitros de células competentes y se transfirieron a una placa de electroporacién de 96 pocillos
(electroporador BTX ECM630) y se afiadid 1 microlitro de ADN de plasmido Miniprep a cada pocillo. Se
electroporaron las células a 2,5 kV, 200 Ohm y 25 pF. Se resuspendieron las células en 75 microlitros de medios
HTP-YE con oligominerales, se transfirieron a una placa de 96 pocillos profundos con 500 ul de medio de glucosa al
1 % con sales M9 (cultivo de semilla) y se incubaron a 30 °C, agitando a 300 rpm y 50 mm de didmetro de carrera
durante 48 horas.

Se transfirieron diez microlitros de cultivo de semilla a pocillos por triplicado de placas de 96 pocillos profundos,
conteniendo cada pocillo 500 microlitros de medio HTP-YE, y se incubaron como antes durante 24 horas. Se anadi6é
B-D-1-tiogalactopiranésido de isopropilo (IPTG) a cada pocillo para una concentracion final de 0,3 mM para inducir la
expresion de IFN-B. Para el crecimiento de cultivos pequefios en micropocillos de HTP, el pH de cultivo especifico no
esta estrechamente controlado y la densidad celular puede diferir ligeramente de pocillo a pocillo. Se afiadié manitol
(Sigma, M1902) a cada pocillo a una concentracion final del 1 % para inducir la expresién de moduladores de
plegamiento en estirpes que sobreexpresan modulador de plegamiento, y se redujo la temperatura a 25 °C.
Veinticuatro horas después de la induccion, se recogieron los cultivos para analisis. Para normalizacion de la DO, se
mezclaron las células con 1x PBS estéril para obtener una DO600 final= 20 en un volumen final de 400 microlitros
usando la estacion de manipulacién de liquidos Biomek (Beckman Coulter). Se recogieron las muestras en gradillas
para microtubos.

Preparacion de muestra y analisis de CGE-SDS

Se prepararon fracciones solubles (sobrenadantes obtenidos después de la centrifugacion de lisados) y fracciones
insolubles (sedimentos obtenidos después de la centrifugacion de lisados) por sonicacion de cultivos de DO
normalizada, seguido de centrifugacion. Se descongel6 caldo de cultivo normalizado congelado (400 microlitros) y se
sometio a sonicacion durante 3,5 minutos. Se centrifugaron los lisados a 20.800 x g durante 20 minutos (4 °C) y se
retiraron las fracciones solubles usando manipulacion de liquidos manual o automatizada. Se congelaron las
fracciones insolubles y se descongelaron entonces para recentrifugacion a 20.080 x g durante 20 minutos a 4 °C,
retirando el sobrenadante residual. Se resuspendieron entonces las fracciones insolubles en 400 ul de 1x solucién
salina tamponada con fosfato (PBS), pH 7,4. Se efectuaron diluciones adicionales de las fracciones solubles e
insolubles para analisis de CGE-SDS en 1 x solucion salina tamponada con fosfato (PBS), pH 7,4, Se prepararon las
fracciones solubles e insolubles para analisis por electroforesis en gel capilar (CGE) con SDS (Caliper Life Sciences,
kit Protein Express LabChip, pieza 760301), en presencia de ditiotreitol (DTT).

Se analizaron las fracciones soluble e insoluble normalizadas de cada pocillo de las 600 estirpes que expresan IFN-
mediante analisis de CGE-SDS reductor en un duplicado para las fracciones solubles y las fracciones insolubles. No
se detectd sefial de IFN-B en las fracciones solubles. La sefial de IFN-B variaba de sin sefial a mas de 400 mg/l en
las fracciones insolubles. Solo cinco de los veinte plasmidos ensayados mostraba una sefial mensurable de IFN-f en
las fracciones insolubles de todas las treinta estirpes hospedadoras: p530-001, p530-007, p530-011, p530-018 y
p530-020. Se efectud la integracion de valle a valle de la sefal de IFN-f usando el software Caliper LabChipGX en
las 150 estirpes consistentes en los cinco plasmidos enumerados anteriormente en las treinta estirpes
hospedadoras, y se usaron los datos para calcular rendimientos volumétricos. Los rendimientos volumétricos de las
150 estirpes analizadas oscilaban de 2 a 482 mg/l. Las estirpes portadoras de p530-020 alcanzaban rendimientos de
IFN-B en la fraccion insoluble consistentemente superiores a otras estirpes de expresion; sin embargo, la proteina
migraba mas de lo esperado en CGE-SDS, indicando que la secuencia lider de secrecién no se escindia. Se
observaron también altos rendimientos con 2 estirpes hospedadoras portadoras de p530-001. No se observé una
diferencia significativa de IFN-f en la fraccion insoluble entre las 30 estirpes, excepto potencialmente en una estirpe,
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DC441, una estirpe de delecion de la proteasa lon hslUV, que mostraba rendimientos algo mayores que las otras 29
estirpes.

Se selecciond un subconjunto de 17 estirpes de expresion superior (Tabla 8), excluyendo las estirpes que contienen
el plasmido p530-020, para analisis adicionales. Se excluyeron las estirpes de expresion que contienen el plasmido
p530-020 de consideraciones adicionales en este experimento debido a la secuencia lider potencialmente no
procesada. Se efectud el analisis de CGE-SDS en las fracciones soluble e insoluble para estas estirpes. Se muestra
la cuantificacion del resultado de CGE-SDS en la Tabla 8. La concentracion de proteina IFN-f oscilaba de 102 a mas
de 482 mg/l. Basandose en el rendimiento insoluble y el procesamiento de la secuencia lider periplasmica o la Met
N-terminal de IFN-B, se eligieron las estirpes para proceder a la valoracion de la fermentacion.

Tabla 6. Plasmidos

g Plasmido il Vector de fll{Secuencia lider R

i i expresion || de secrecion |Hs
pSSU-Uﬂl pDOWS5271 Minguna

- ps530002 | pDOWS204 | Pbp _]

 p530-003 T pDOWS5206 |  DsbA |

~ p530-004 | pDOWS5207 | DsbA

. p530-005 [_ pDOWS5209 | Az Hi

 p530-006 pDOW5210 | A= © Med
p530-007 pDOW5217 LAO Hi
p330-008 pDOW35220 Tbp-S31 A Hi
p330-009 pDOWS5223 | TolB Hi
p530-010 pDOWS226 | Trc Hi
p530-011 pDOWS5232 | Ttg2C Hi
p530-012 pDOW5235 FlgI Hi
p530-013 pDOW5238 CupC2 Hi
p530-014 pDOW5241 CupB2 Hi
p530-015 pDOW5244 CupA2 |  Hi

 p530-016 | pDOWS247 | NikA Hi
p530-017 pDOW5256 PorE | = Hi |
p530-018 pDOWS5259 | Pbp-A20V | Hi
p530-019 pDOW5262 |  DsbC Hi
p530-020 pDOW5265 Bee |  Hi
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Tabla 7. Estirpes de expresion de IFN-

Nombre 'Eeséri_ﬁ'cﬁn Nombre MDescripcion
I de estirpe I de Estirpe]lide estirpe I de estirpe
DC454 | Tipo silvestre | | DC539 FMO
DC441 PD DC544 FMO
T DC462 | FMO DC547 FMO
DC468 PD | | DCs48 | FMO |
- DC4asd | FD DC552 FMO
DC485 PD | |  DC565 FMO
DC486 PD DC566 FMO
DC487 PD DC567 FMO
E DC488 PD DC568 FMO
[ DC489 PD | DC575 FMO |
~ DC490 PD ! DC584 FMO
~pcaol | PD DC598 FMO
~ DC492 i PD | DC3599 FMO
- DC4%8 | PD ; DC667 FMO
DC538 | FMO ! DC954 PD ]

PD= estirpe de delecién de proteasa, FMO= estirpe de sobrexpresion de modulador de plegamiento

Tabla 8. Rendimientos de IFN-f volumétricos calculados de las 17 estirpes superiores por CGE-SDS

ombre de est. |Rend. vol.>100 ug/ml | Plasmido | Est. hosp.| 5. lider

PS530-001 482,3 p530-001 DC441 X
PS530-101 216,5 ~ p530-001 DC485 X
PS530-011 161,1 p530-011 DC441 ttg2C
PS530-071 148,8 p530-011 DC468 tg2C
PS530-007 141,2 p530-007 DC441 Lao
PS530-031 131,3 p530-011 DC454 ttg2C
PS530-201 122,68 p530-001 DC490 X
PS530-531 121,0 p530-011 DC598 ttg2C
PS530-211 119,8 p530-011 DC490 ttg2C
PS530-151 119,8 p530-011 DC487 ttg2C
PS530-061 119,85 p530-001 DC468 X
PS530-411 114,0 p530-011 DC565 ttg2C
PS530-231 113,3 p530-011 DC491 ttg2C
PS5530-391 112,2 p530-011 DC552 ttg2C
PS530-027 104,5 p530-007 DC454 Lao
P5530-291 103,3 p530-011 DC538 ttg2C
PS530-271 102,2 p530-011 DC498 ttg2C
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Ejemplo 2. Extraccion de IFN-B 1b de material de expresion de alto rendimiento

Se extrajo exitosamente IFN-B 1b de fracciones insolubles de cultivos de expresion de HTP usando condiciones de
expresion que comprenden el detergente Zwittergent 3-14.

Se sometieron a sonicacién los cultivos de placa de expresion de HTP de Pseudomonas fluorescens de estirpes
PS530-001, que sobreexpresa IFN-B 1b citoplasmatico, y 530-220, que sobreexpresa IFN-B 1b secretado (descrito
en el Ejemplo 1), y se centrifugaron, obteniendo una fraccion insoluble y una fraccién soluble. Se resuspendieron los
sedimentos en tampon de extraccion 1x PBS, pH 7,4 o acetato de sodio a pH 4,5. Se ensay6 cada tampdn con o sin
detergente Zwittergent 3-14 al 1 % (p/v). Se incub6 cada una de las cuatro combinaciones de tampon y detergente
durante 1-2 horas a temperatura ambiente o durante una noche a 4 °C con agitacion. Después de la extraccion, se
centrifugd cada muestra durante 20 minutos a 20.080 x g a 4 °C, produciendo una segunda fraccion de sedimento
insoluble (sedimento de extracto) y una segunda fraccion de sobrenadante soluble (sobrenadante de extracto). Se
analizaron por CGE-SDS la primera fraccion insoluble y la primera fraccion soluble y la fraccion de sedimento de
extracto y la fraccidon de sobrenadante de extracto. Se muestran los resultados en las Figuras 1A'y 1B. Como se ve
en el carril 7, la condicidn de extraccion que incluye tampén PBS y Zwittergent 3-14 facilitaba IFN-§ soluble.

Ejemplo 3. Optimizacion de las condiciones para extraccion

Se extrajeron las fracciones insolubles de los cultivos de fermentacién en condiciones que comprenden diferentes
detergentes.

Se resuspendi6 pasta celular congelada de una fermentacion de 1 | (crecida a 32 °C, pH 6,5 e inducida usando IPTG
0,2 mM a una DOszs de 100) de la estirpe PS530-001, que sobreexpresa IFN-B 1b recombinante, en tampdn de lisis
que contiene fosfato de sodio 20 mM (JT Baker), pH 7,4 a una concentracion de sélidos final del 20 % (p/v). Se liso
la suspension celular bien mezclada con dos pasadas a 262 MPa (38 kpsi) a través de un disruptor celular de
Constant (Constant Systems, Inc.). Se dividio el lisado en dos y se centrifugd a 15.000 x g durante 30 minutos a 4 °C
(Beckman Coulter, PN n° J-20, XPF). Se resuspendieron los sedimentos (que contienen IFN-f y desechos celulares)
y se lavo cada uno con tampon A (fosfato de sodio 20 mM, pH 7,4) o tampén B (acetato de sodio 20 mM, pH 4,0). Se
centrifugaron las muestras en las mismas condiciones descritas para la primera centrifugacion, se retiraron los
sobrenadantes y se resuspendieron de nuevo los sedimentos en tampdn A o B a una concentracion de solidos del
20 %. Para cada tampoén, se dispusieron entonces veinte alicuotas de 1 ml cada una en tubos cénicos de 1,5 ml. Se
afadieron soluciones madre de detergente a los tubos conicos a diferentes concentraciones. Se incubaron todos los
tubos a temperatura ambiente durante 1 hora o durante una noche (18 horas) a 4 °C con mezclado continuo.
Después de la extraccion, se centrifugaron las soluciones y se analizo en las fracciones de sobrenadante de extracto
la concentracion de proteina por CGE-SDS. La Figura 2 proporciona un diagrama de flujo que muestra como se
llevaron a cabo la preparacion de muestra y la extraccion.

De los detergentes ensayados, se encontré que Zwittergent 3-14 y N-lauroilsarcosina (NLS) daban los mejores
rendimientos independientemente del tampdn y del tiempo de incubacion (Tabla 9). Son embargo, el producto
extraido usando NLS no era activo, como se determina por su incapacidad de unirse a una columna de afinidad de
Blue Sepharose o a una columna de intercambio cationico (SP HP) (datos no mostrados). Se determiné que el
producto extraido usando Zwittergent 3-14 era activo.

Tabla 9. Evaluacion de los detergentes para extraccion

Detergente Concentracion de Concentracion de producto extraido (ug/ml)

detergente (p/v)

Tampoén A Tampén B

1haTA 18haTA 1haTA 18haTA

Zwittergent 3-14 0,50 % 748 557 1011 734
1,00 % 731 392 1060 936
2,00 % 903 398 1548 1146

Lauroilsarcosina 0,20 % 1023 643 NA NA
0,50 % 3104 2125 324 150
1,50 % 2782 2670 2319 2668

NDSB195 10,00 % 8 6 11 46
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15,00 % 14 13 31 119
NDSB256 5,00 % 20 56 15 43
15,00 % 204 233 114 135
Chaps 0,50 % 11 36 98 160
2,00 % 75 170 179 250
Glucopiranésido de octilo 1,00 % 83 175 121 169
5,00 % 196 258 164 215
Desoxicolato de sodio 0,50 % 129 237 NA NA
1,00 % 196 274 NA NA
Tween-20 0,05 % 4 11 NA 6
0,50 % 11 37 3 18
Tween-80 0,01 % 4 6 NA 7
0,10 % 5 10 NA 12
0,50 % 7 25 3 21
Triton-100 0,10 % 25 68 33 103
1,00 % 40 85 62 176

Evaluacion de los analogos Zwittergent

Usando métodos similares, se evalud en los analogos Zwittergent su eficacia de extracciéon. Se muestran los
resultados en la Tabla 10. Se observaron los mejores rendimientos con Zwittergent 3-14. Zwittergent 3-12,
Zwittergent 3-10 y Zwittergent 3-08 eran también eficaces.

Tabla 10. Evaluacion de los analogos Zwittergent para la extraccion de IFN-B 1b

Detergente Conc. de detergente Conc. de sdlidos Proteina (ug/ml)
Zwittergent 3-08 10 % 20 % 292

Zwittergent 3-10 1,0 % 20 % 233

Zwittergent 3-12 1,0 % 20 % 357

Zwittergent 3-16 0,1 % 20 % 17

Zwittergent 3-14 1,0 % 20 % 430

Zwittergent 3-14 1,0 % 10 % 396

Zwittergent 3-14 1,0 % 5% 548

Evaluacion de la concentracion de Zwittergent 3-14

Para solubilizar eficazmente proteinas, la concentracion de detergente necesita ser tipicamente superior a su valor
de CMC. La CMC de Zwittergent 3-14 es de aproximadamente 0,01% p/v. Se evaluaron condiciones de extraccion
que incluyen tampon fosfato de sodio a pH 7,4 con concentraciones crecientes de Zwittergent 3-14. Se obtuvo la
pasta celular haciendo crecer la estirpe PS530-001 at 32 °C, pH 6,5, y se indujo usando IPTG 0,2 mM a una DOsys
de 100. Los resultados de la Tabla 11 muestran que el uso de Zwittergent 3-14 a una concentracion del 1 % (p/v)
daba como resultado el mayor rendimiento de extraccion.
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Tabla 11: Efecto de la concentracion de Zwittergent 3-14 sobre la extraccion de IFN-B 1b

Zwittergent 3-14 en Rendimiento de extraccion en Rendimiento de extraccion en % de proteina IFN-3

concentracion (% p/v) microgramos/ml extraida del sedimento insoluble (fraccion insoluble)
0,01 % 10 0%

0,05 % 36 1%

0,10 % 72 2%

0,50 % 341 9%

1,00 % 787 21 %

2,00 % 620 17 %

Evaluacion de reactivos quimicos adicionales

Como se muestra en la Tabla 11, las condiciones de extraccion que incluyen Zwittergent 3-14 al 1 % (p/v) en tampén
fosfato de sodio a pH 7,4 facilitaban un 21 % del IFN-B 1b detectado en la fraccién insoluble original. Se realiz6 una
optimizacion adicional.

Se ha usado comunmente una alta concentracion (p.ej. 6 a 8 M) de algunos reactivos caotrépicos como urea e
hidrocloruro de guanidinio como desnaturalizante fuerte para la solubilizacion de cuerpos de inclusién. Los cadtropos
tales como urea pueden aumentar la concentracion micelar critica (CMC) del detergente y pueden mejorar
potencialmente la eficacia de extraccion. Se evaluaron bajas concentraciones de urea (hasta 2 M) en las condiciones
de extraccion. Las sales, p.ej. NaCl, pueden afectar también a la CMC del detergente. Se evalué la variacion de las
concentraciones de Zwittergent 3-14 debido a la interaccion potencial entre la CMC del detergente y la presencia de
reactivos caotrépicos y sales. Se varié también la concentracion de sdlidos de inclusion insolubles en las
condiciones de extraccion. Se evaluaron también concentraciones de soélidos menores del 20 % (p/v) usada
anteriormente.

En resumen, se ensayo el efecto de variar los siguientes parametros sobre la eficacia de extraccion.
Cloruro de sodio: 150-1850 mM

Urea: 0-2 M

Zwittergent 3-14: 0,1-1,0 % p/v

Solidos: 5-20 % plv

pH: 6,5-8,5

El diagrama de flujo en la Figura 3 describe la preparacion y extraccion de la primera fraccién de sedimento insoluble
para este estudio de optimizacion. La Tabla 12 muestra los resultados del estudio. Las Figuras 4A y B resumen los
resultados y significacion del efecto de cada parametro sobre el rendimiento de extraccion. Para la optimizacion de
la extraccion de interferén B a partir de la fraccion insoluble, se us6 un disefio experimental factorial semifraccionado
de cinco factores a dos niveles. Se us6 el software JMP (SAS Institute, Cary, NC) para disefio experimental y
andlisis. El software estima el efecto de factores individuales asi como las interacciones sobre el resultado
experimental (cantidad de interferén extraido).

Tabla 12. Resultados del estudio de extraccion

N° Solidos (%) pH NaCl (M) Urea (M) Z314 (%) Interferén B en el

sobrenadante de extracto (mg/l)

1 —t 5 6,5 0,15 0 1 2275
2 —t- 5 6,5 0,15 2 0,1 896
3 —t-- 5 6,5 1,85 0 0,1 246
4 —+++ 5 6,5 1,85 2 1 7024
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5 e 5 85 0,15 0 0,1 638
6 -+ 5 85 0,15 2 1 5614
7 -+t 5 85 1,85 0 1 5414
8 R 5 85 1,85 2 0,1 1711
9 0 12,5 75 1 1 0,55 3362
10 O 12,5 75 1 1 0,55 3693
1 0 12,5 75 1 1 0,55 3809
12+ 20 6,5 0,15 0 0,1 65
13 44+ 20 6,5 0,15 2 1 2345
14 +-+-+ 20 6,5 1,85 0 1 2149
15 +-++- 20 6,5 1,85 2 0,1 438
16 ++--+ 20 85 0,15 0 1 2350
17 ++-+- 20 85 0,15 2 0,1 677
18 +++-- 20 85 1,85 0 0,1 199
19 +++++ 20 85 1,85 2 1 4486

Basandose en los datos anteriores, se selecciond una condicién de extraccién optimizada para los experimentos
descritos en adelante: Zwittergent 3-14 al 1 % (p/v), urea 2 M, NaCl 2 M, sdlidos al 5 % p/v, pH de tampdn de 7,5 a
8,5. Usando estas condiciones optimizadas, se encontré6 que el rendimiento de extraccién observado (en el
sobrenadante de extracto) era consistentemente del 90 % o superior (concretamente, del 90 % o mas de la cantidad
de proteina recombinante medida en la fraccion insoluble).

Ejemplo 4. Produccion de rIFN-B 1b de fermentacién a gran escala

Se consiguid exitosamente la produccion de proteina interferén  humano recombinante (IFN-$ 1b) en la estirpe
PS530-001 de Pseudomonas fluorescens con Pfenex Expression Technology™ en fermentadores de 2 |. Se
evaluaron multiples condiciones de fermentacion que dan como resultado la expresion de IFN-B 1b hasta 9,2 g/l

Se hicieron crecer cultivos de fermentacién en fermentadores de 2 | que contienen un medio de sales minerales
(como se describe en la presente memoria y también, p.ej., por Riesenberg, D., et al.,, 1991). Se mantuvieron las
condiciones de cultivo a 32 °C y pH 6,5 mediante la adicién de amoniaco acuoso. Se mantuvo oxigeno disuelto en
exceso mediante aumentos en la agitacion y el flujo de aire y oxigeno burbujeados al fermentador. Se suministré
glicerol al cultivo a través de la fermentacion para mantener niveles en exceso. Se mantuvieron estas condiciones
hasta alcanzar la densidad o6ptica de cultivo diana (A575) para induccién, en cuyo momento se afiadio IPTG para
iniciar la produccion de IFN-B. Se variaron todos de densidad dptica en la induccion, concentracion de IPTG, pH y
temperatura para determinar las condiciones 6ptimas para la expresion. Después de 24 horas, se recolecto el cultivo
de cada fermentador por centrifugacion y se congeld el sedimento celular a -80 °C.

Se indujeron los cultivos de fermentacion a una DOszs de 100 usando IPTG 0,2 mM a pH 6,5 y una temperatura de
32 °C. Las fermentaciones duplicadas dieron como resultado una produccion de IFN-B de 7,5, 8,4 y 7,9 g/l
determinada por CGE-SDS de la fraccion insoluble inicial (Figura 5). Cuando se sometieron estas fracciones
insolubles a extraccion (en condiciones que incluyen Zwittergent 3-14 al 1 % (p/v), urea 2 M, NaCl 2 M, sdlidos al
5 % p/v y pH de tampdn 8,2), se observaron IFN-B solubilizados en el sobrenadante de extracto a 2,2, 2,4y 2,6 g/l.
Esto representa un rendimiento medio de extraccion del 31 %.

Aumentar la DO de induccion a 120 a 160 y disminuir el pH de la fermentacion a 5,7 a 6,25 aumentaba los titulos de
IFN-B en la fraccién insoluble inicial a 8,8-9,2 g/l (Figura 6). La extraccion de estos sedimentos celulares (usando las
mismas condiciones de extraccion que para el experimento mostrado en la Figura 5) daba como resultado de 3,1 a
4,0 g/l de IFN-B en la fraccion de sobrenadante extraida, un rendimiento medio de extraccién del 39 % (Tabla 13).
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Tabla 13. IFN-f solubilizado extraido basado en las condiciones de induccion

DO de induccién de 100 y pH 6,5 DO de induccién de 120-160 y pH de 5,7 a 6,25

Titulo Titulo Rendimiento Titulo Titulo Rendimiento
insoluble solubilizado extraido (%) insoluble solubilizado extraido (%)
total (g/l) extraido (g/l) total (g/l) extraido (g/l)

u2 75 2,2 29 u2 9,2 4,0 43

u7 8,4 2,4 29 u3 8,8 3.1 35

u8 79 2,6 33 ub 8,8 ND ND

Media 7,9 2,4 31 Media 8,9 3,5 39

Desv. 0,4 0,2 2,3 Desv. 0,3 0,6 5,6

est. est.

Ejemplo 5. Analisis de actividad del producto de extraccion de IFN-B

Se centrifugd caldo de fermentacion de la estirpe PS530-001 de Pseudomonas fluorescens (1 | de fermentacion a
32°C, pH 6,0, inducida a una DOs75 de 100 usando IPTG 0,2 mM) y se deseché el sobrenadante. Se resuspendio la
pasta celular en Tris 20 mM, pH 8,2 (a una relaciéon de 1:4) y se lis6 pasando a través de un microfluidizador de
Microfluidics M110Y a 103,4 MPa (15.000 psi). Se centrifugo el lisado y se desechd la fraccion soluble. Se mezcl6 la
fraccion insoluble con tampdén de extraccion (Tris 20 mM, NaCl 2 M, urea 2 M, 1 % de Zwittergent 3-14, pH 8,2) a
temperatura ambiente durante 1 hora y se centrifugd, produciendo una fraccién de sobrenadante de extracto y una
fraccion de sedimento de extracto. El rendimiento de extraccion de IFN-B (IFN-B en la fraccion de sobrenadante de
extracto/IFN-B en la fraccién insoluble inicial) era cercano al 100 % (> 99 %) basandose en el analisis de CGE-SDS
(datos no mostrados).

Se filtro el sobrenadante de extracto y se cargd en una columna de 5 ml de Blue Sepharose de GE Healthcare
equilibrada con Tris 20 mM, NaCl 2 M, pH 8,2. Se lavd la columna con el mismo tampoén y se eluyd el IFN-f con Tris
20 mM, NaCl 2 M, 50 % de propilenglicol, pH 8,2. Se analiz6 la proteina en el conjunto de elucion por CGE-SDS y se
encontré que era IFN-f puro a mas del 98 %. Se intercambiaron alicuotas del conjunto de elucién por tampones C
(glicina 5 mM a pH 3,0) y D (acido aspartico 5 mM, 9 % de trehalosa, pH 4,0).

Se analizaron las muestras intercambiadas por CGE-SDS asi como con un ensayo basado en células (PBL
Interferon Source, n° 51100-1). El ensayo basado en células usa una estirpe celular humana (PIL5) sensibilizada con
receptor de IFN de tipo 1. EI IFN-B se une al receptor, que envia una sefial a través de la ruta de transduccion de
sefial Jak1/STAT1, activando la transcripcién de 1ISG15-luciferasa a través del elemento de respuesta sensible a
interferon (ISRE). Se siguieron las instrucciones del kit basado en células segun el protocolo del fabricante (51100
rev01). Se leyo la sefial usando lectores de placa convencionales con deteccion de luminiscencia. La Tabla 14
resume los resultados de la CGE-SDS y el ensayo basado en células, que indican que la IFN-B en las muestras
estaba totalmente activa.

Tabla 14. Resultados de los ensayos de actividad

Muestra CGE-SDS Ensayo basado en células
(mg/l) (mgfl)
Conjunto de elucion en Blue-Sepharose en el tampén de | 436 477

intercambio A

Conjunto de elucion en Blue-Sepharose en el tampén de | 404 404
intercambio B

Ejemplo 6. Produccion de IFN-a 2a y 2b a partir de muestras de expresion de alto rendimiento

Se construyeron secuencias de codificacion de IFN-o 2a e IFN-o. 2b usando los codones preferidos por P.
fluorescens para codificar proteinas humanas. La Figura 8 muestra las secuencias aminoacidica y de ADN del gen
de IFN-a 2a sintético, y la Figura 9 muestra las secuencias aminoacidica y de ADN del gen de IFN-a 2b sintético.

Se construyeron plasmidos que expresan cualquier proteina y se transformaron en diferentes estirpes
hospedadoras. Se ensayo en las estirpes de expresion su capacidad de expresar proteina recombinante usando
analisis de HTP, como se describe con respecto a IFN-B en la presente memoria. Se selecciona un subconjunto de
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estirpes de expresién para estudios de fermentacion.

Se hicieron crecer las estirpes seleccionadas y se indujeron segun la presente invencion. Se centrifugaron las
células, se lisaron y se centrifugaron de nuevo como se describe en la presente memoria para IFN-f. Se extrajeron
la fraccion insoluble y la primera fraccion soluble resultantes usando condiciones de extraccion descritas en la
presente memoria. Se cuantificaron en los sobrenadantes de extracto los IFN-a 2a e IFN-a 2b resultantes usando
CGE-SDS (datos no mostrados).

Ejemplo 7. Extraccion de IFN-o 2a y 2b a partir de material de expresion de alto rendimiento

Se extrae la primera fraccion insoluble obtenida como se describe en el Ejemplo 6 usando las condiciones de
extraccion de la presente invencion. Se evaltan IFN-a 2a y 2b en las segundas fracciones solubles por CGE y
ensayo de bioactividad.

Ejemplo 8. Produccion de IFN-a 2a y 2b a partir de fermentacion a gran escala

Se hacen crecer estirpes que expresan IFN-o. 2a y 2b seleccionadas por analisis de HTP en fermentadores de 2
litros usando condiciones de fermentacion optimizadas de la presente invencion, p.ej. como se describen en el
Ejemplo 4. Se extrae la primera fraccion insoluble usando los métodos de la presente invencion, p.ej. como se
describe en el Ejemplo 4. Se evaluan las proteinas IFN-a. 2a y 2b presentes en la primera fraccién insoluble y la
segunda fraccion soluble por CGE y se comparan.

Ejemplo 9. Analisis del producto de extraccion de IFN-a 2a y 2b
Se analiza en el producto de extraccion obtenido en el Ejemplo 8 la bioactividad de IFN-a 2a y 2b.
Lista de secuencias

<110> PFENEX INC.

<120> METODO PARA PRODUCIR PROTEINA DE INTERFERON RECOMBINANTE SOLUBLE SIN
DESNATURALIZACION
<130> 38194-704.601

<140>
<141>

<150> 61/310,671
<151> 04-03-2010

<160>7

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 166

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 1
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Met Ser Tyr Asn Leu Leu Gly Phe Leu Gln Arg Ser Ser Asn Phe Gln
1 5 10 15
Ser Gln 1Lys Leu Leu Trp Gln Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cys Leu
20 25 30
Lys Asp Arg Met Asn Phe Asp Ile Pro Glu Glu Ile Lys Gln Leu Gln
35 40 45
Gln Phe Gln Lys Glu Asp Ala Ala Leu Thr Ile Tyr Glu Met Leu Gln
50 55 60
Asn Ile Phe Ala Ile Phe Arg Gln Asp Ser Ser Ser Thr Gly Trp Asn
65 70 75 80
Glu Thr Ile Val Glu Asn Leu Leu Ala Asn Val Tyr His Gln Ile Asn
85 90 95
His Leu Lys Thr Val Leu Glu Glu Lys Leu Glu Lys Glu Asp Phe Thr
100 105 110
Arg Gly Lys Leu Met Ser Ser Leu His Leu Lys Arg Tyr Tyr Gly Arg
115 120 125
Ile Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp Thr
130 135 140
Ile Val Arg Val Glu Ile Leu Arg Asn Phe Tyr Phe Ile Asn Arg Leu
145 150 155 160
Thr Gly Tyr Leu Arg Asn
165
<210>2
<211> 499
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético
<400> 2
atgtcgtaca acctgttggg cttectgecag cggtcetcca actttecaate gcagaagetg
ctgtggcaat tgaatggtcg cctggaatac tgoctgaagy accgcoatgaa cttegacate
cctgaagaga ttaagcaact ccagcagttc cagaaagagg atgcagctct gacgatctat
gaaatgetge agaacatctt cgegatettt cgecaggaca geagcageace cggttggaac
gaaaccattg tcgagaatet getggecaac gtetatcace agattaacca ccotcaagact
gtgctggaag agaagttgga gaaagaagat ttcacgegtg gcaagttgat gagttegetg
catttgaaac gctactatgg tcgtatcctg cattacctga aggccaaaga atacagccac
tgtgegtgga ccatcegtteg cgtggagatc ctgecgcaact tctacttcat caatcggetce
accggttace teccgecaact
<210>3
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<211> 165
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 3
Ser Tyr Asn Leu Leu Gly Phe Leu Gln Arg Ser Ser Asn Phe Gln

1 5 10 15

Gln Lys Leu Leu Trp Gln Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cys Leu
20 25 30

Agsp Arg Met Asn Phe Asp Ile Pro Glu Glu Ile Lys Gln Leu Gln
35 40 45

Phe Gln Lys Glu Asp Ala Ala Leu Thr Ile Tyr Glu Met Leu Gln
50 55 60

Ile Phe Ala Ile Phe Arg Gln Asp Ser Ser Ser Thr Gly Trp Asn
65 70 75

Thr Ile Val Glu Asn Leu Leu Ala Asn Val Tyr His Gln Ile Asn
85 30 $5

Leu Lys Thr Vval Leu Glu Glu Lys Leu Glu Lys Glu Asp FPhe Thr
100 105 110

Gly Lys Leu Met Ser Ser Leu His Leu Lys Arg Tyr Tyr Gly Arg
115 120 125

Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp Thr
130 135 140

vVal Arg val Glu Ile Leu Arg Asn Phe Tyr Phe Ile Asn Arg Leu
145 150 155

Gly Tyr Leu Arg Asn
165

<210>4

<211> 165

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 4

30
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Cys Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Gly Ser Arg Arg Thr Leu Met
1 5 10 15
Leu Leu Ala Gln Met Arg Lys Ile Ser Leu Phe Ser Cys Leu Lys Asp
20 25 30
Arg His Asp Phe Gly Phe Pro Gln Glu Glu Phe Gly Asn Gln Phe Gln
35 40 45
Lys Ala Glu Thr Ile Pro Val Leu His Glu Met Ile Gln Gln Ile Phe
50 55 60

Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser Ala Ala Trp Asp Glu Thr Leu
65 70 75 80
Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu Tyr Gln Gln Leu Asn Asp Leu Glu

85 90 95
Ala Cys Val Ile Gln Gly Val Gly Val Thr Glu Thr Pro Leu Met Lys

100 105 110
Glu Asp Ser Ile Leu Ala Val Arg Lys Tyr Phe Gln Arg Ile Thr Leu
115 120 125
Tyr Leu lys Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val Arg
130 135 140

Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Leu Ser Thr Asn Leu Gln Glu Ser
145 150 155 160
Leu Arg Ser Lys Glu

165
<210>5
<211> 495
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético
<400> 5
tgtgacctge ctcagacteca ctcecteggt agecgeecgga ccoctgatget gttggegeag
atgcgtaaga tetecoctgtt ctegtgectg aaagaccgee atgatttegg ctteoecgeag
gaagaattcg ggaaccagtt tcagaaggct gaaaccatcc cagtgctgca cgagatgatc
cagcaaattt tcaacctgtt cagcaccaag gacagetegg ccgectggga cgaaacgttg
ttggacaaat tttacaccga gctgtaccaa caactgaacg atctggaagc atgcgttatt
caaggcgtgg gegtcaceoga aacgeccegetg atgaaagaag atagcatcct ggecgtgegt
aagtactttc agcgcatcac cctctacctg aaagagaaga agtattcgece ctgegegtgg
gaggtcgtce gegecgagat catgeggtce ttecagecctet ccaccaatet gecaggaaagt
ctcegetoga aagaa
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<210> 6

<211> 165

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 6
Cys Agp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Gly Ser Arg Arg Thr Leu

1 5 10 15

Leu Leu Ala Gln Met Arg Arg Ile Ser Leu Phe Ser Cys Leu Lys
20 25 30

Arg His Asp Phe Gly Phe Pro Gln Glu Glu Phe Gly Asn Gln Phe
35 40 45

Lys Ala Glu Thr Ile Pro Val Leu His Glu Met Ile Gln Gln Ile
50 55 60

Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser Ala Ala Trp Asp Glu Thr
65 70 75

Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu Tyr Gln Gln Leu Asn Asp Leu
85 90 95

Ala Cys Val Ile Gln Gly Val Gly Val Thr Glu Thr Pro Leu Met
100 105 110

Glu Asp Ser Ile Leu Ala Val Arg Lys Tyr Phe Gln Arg Ile Thr
115 120 125

Tyr Leu Lys Glu Lys Lys Tyr Ser Prc Cys Ala Trp Glu Val Val
130 135 140

Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Leu Ser Thr Asn Leu Gln Glu
145 150 155

Leu Arg Ser Lys Glu
165

<210>7

<211> 495

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético

<400> 7

32

Met

Asp

Gln

Phe

Leu

80

Glu

Lys

Leu

Arg

Ser
160



tgtgacctge
atgegtegea
gaagaattcg
cagcaaattt
ttggacaaat
caaggcgtgg
aagtacttte
gaggtcgtce

ctcoegeteoga

ctcagactca
teotcoctgtt
ggaaccagtt
tcaacctgtt
tttacaccga
gcgtocacecga
agcgcatcac
gcgcecgagat

aagaa

ctcecteggt
ctegtgectg
tcagaaggct
cagcaccaag
gctgtaccaa
aacgcegetg
cctctacctg

catgeggtcee
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agccgecgga
aaagaccgce
gaaaccatcc
gacagctegyg
caactgaacg
atgaaagaag
aaagagaaga

ttecagectcet

ccctgatget
atgatttegg
cagtgctgeca
cegectggga
atctggaagc
atagecatect
agtattegece

ccaccaatct

33
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir una proteina interferén de tipo 1 recombinante, comprendiendo dicho método:

expresar la proteina interferén recombinante cultivando una célula hospedadora de Pseudomonas o E.coli que
contiene un constructo de expresion, comprendiendo dicho constructo de expresiéon un acido nucleico que
comprende una secuencia de codificacion de la proteina interferén de tipo 1 que se ha optimizado para expresion en
la célula hospedadora;

lisar la célula hospedadora cultivada;
obtener una fraccion insoluble y una fraccion soluble a partir de la célula hospedadora lisada;

extraer la fracciéon insoluble sometiéndola a condiciones de extraccién no desnaturalizantes, en el que dichas
condiciones de extraccion no desnaturalizantes comprenden un detergente idnico dipolar o glucopiranésido de octilo
y una concentracion no desnaturalizante de un agente caotrépico; y

obtener un sedimento de extracto y un sobrenadante de extracto a partir de la fraccion insoluble extraida;

en el que la proteina recombinante en el sobrenadante de extracto esta presente en forma soluble, forma activa o
una combinacion de las mismas, sin someterse ademas a una etapa de renaturalizacion o replegamiento.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la secuencia de codificacion de la proteina interferén de tipo |
esta ligada operativamente con un promotor derivado de lac, en el que el cultivo comprende:

hacer crecer la célula hospedadora a una temperatura de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 33 °C y a un
pH de aproximadamente 5,7 a aproximadamente 6,5 hasta una DOgoo de aproximadamente 80 a aproximadamente
160; e

inducir la célula hospedadora con una concentracién de IPTG de aproximadamente 0,08 mM a aproximadamente
0,4 mM.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en el que el detergente iénico dipolar es Zwltterqent 3-08, Zwittergent
3-10, Zwittergent 3-12, Zwittergent 3-14 o CHAPS.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que las condiciones de extraccién no desnaturalizantes comprenden
de aproximadamente 0,5 % a aproximadamente 2 % de Zwittergent 3-14.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la concentraciéon no desnaturalizante de un
agente caotropico es urea de 1 M a 2 M o hidrocloruro de guanidinio de 1 Ma 2 M.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que las condiciones de extraccién no
desnaturalizantes comprenden ademas una sal cosmotrépica; preferiblemente en el que el agente caotropico es
urea o hidrocloruro de guanidinio, y preferiblemente en el que la sal cosmotrépica es NaCl, KCI, o (NH4)2SOa..

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3-6, en el que las condiciones de extracciéon no
desnaturalizantes comprenden: de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2 % de Zwittergent 3-14; urea de
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 M; NaCl de aproximadamente 0 a aproximadamente 2 M y en el que el
pH es de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 8,5;

preferiblemente en el que las condiciones de extraccion no desnaturalizantes comprenden: aproximadamente 1 %
de Zwittergent 3-14; urea aproximadamente 2 M; NaCl aproximadamente 2 M y en el que el pH es de
aproximadamente 8,2.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que las condiciones de extraccién no
desnaturalizantes comprenden adicionalmente de aproximadamente 1% a aproximadamente 40 % p/v de sdlidos;
preferiblemente en el que las condiciones de extraccion no desnaturalizantes comprenden adicionalmente
aproximadamente 5 % p/v de sélidos.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que la proteina interferén de tipo 1 recombinante
es un interferén B, un interferén a, un interferén k o un interferén .

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que la proteina interferén de tipo 1 recombinante
es un interferén B, y en el que dicho interferén B se selecciona del grupo consistente en: un interferén f 1b humano y
un interferén B 1b C17S humano, o en el que la proteina interferén de tipo 1 recombinante es un interferén o y en el
que el interferon o se selecciona del grupo consistente en: interferon o. 2a humano e interferon o 2b humano;

preferiblemente en el que el interferon de tipo 1 es un interferén B 1b humano o un interferén g 1b C17S humano, y
en el que el interferéon B 1b humano o interferén B 1b C17S humano se expresa en el citoplasma de la célula
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hospedadora.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3-10, que comprende ademas medir la cantidad de
proteina interferén de tipo 1 recombinante en una muestra de la fraccién insoluble, obtenida dicha muestra de la
fraccion insoluble antes de extraer la fraccion insoluble, y medir la cantidad de proteina interferon de tipo 1
recombinante en una muestra del sobrenadante de extracto, obtenida dicha muestra de sobrenadante de extracto
después de extraer la fraccién insoluble, en el que la cantidad de proteina interferon recombinante detectada en la
muestra del sobrenadante de extracto obtenida después de extraer la fraccion insoluble es de aproximadamente
10 % a aproximadamente 95 % de la cantidad de proteina interferén recombinante medida en la muestra de fraccion
insoluble obtenida antes de extraer la fraccién insoluble.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3-11, que comprende ademas medir la actividad de la
proteina interferon recombinante en una muestra del sobrenadante de extracto, obtenida dicha muestra del
sobrenadante de extracto después de extraer la fraccién insoluble, en el que se determina que de aproximadamente
40 % a aproximadamente 100 % de la proteina interferén recombinante presente en la muestra de sobrenadante de
extracto obtenida después de extraer la fracciéon insoluble es activa, o en el que se determina que de
aproximadamente 75 % a aproximadamente 100 % de la proteina interferén recombinante presente en la muestra
del sobrenadante de extracto obtenida después de extraer la fraccion insoluble es activa en comparacion con la
cantidad de proteina interferén activa en una muestra patrén que contiene la misma cantidad de proteina interferén
recombinante que la muestra de sobrenadante de extracto obtenida después de extraer la fraccién insoluble.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en el que la proteina recombinante es un interferén j,
y en el que la cantidad de proteina recombinante activa se determina por cromatografia en columna de afinidad Blue
Sepharose, ensayo de union a receptor, ensayo de actividad antivirica o ensayo de efecto citopatico.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en el que la proteina interferén de tipo 1 recombinante
en el sobrenadante de extracto esta presente a una concentracion de aproximadamente 0,3 gramos por litro a
aproximadamente 10 gramos por litro.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en el que la célula hospedadora es una estirpe de
delecion de proteasa lon hslUV.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en el que el interferéon de tipo 1 se expresa en el
citoplasma de la célula hospedadora.
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FIGURA 1
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FIGURA 2

20 g de pasta celular (EP530-014u2)
Afiadir 80 ml de tampdn A, resuspender y
mezclar bien, lisar por disruptor celular de

Constant, 2 ciclos a 262 MPa
Lisado celular

l Dividir en dos, centrifugar a 15.000 g x 30 min, 4 °C

_ ¢ Resuspender y lavar contampon A (NaPi20 1’
Sedimento A~® mM, pH 7.5)y B (NaOAc 20 mM, pH 4,0) Sedimento B
respectivamente, centrifugar y recoger los ‘L
Sedimento lavado A avados Ay B Sedimento lavado B

Resuspender y mezclar bien en

tampon A (NaPi 20 mM, pH 7.5) y B

(NaOAc 20 mM, pH 4.0)| Alicuota de 1 ml en tubo cénico de 1,5 ml, afiadir

respectivamente solucion madre de detergente a cada tubo a una
concentracian final diferente basada en el disefio de
extraccion, incubar a TA durante 1 h y una noche,
centrifugar

_ " N
Sobrenadante de extracto Prueba analitica
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FIGURA 3

10 g de pasta celular himeda congelada de EP530-021u1

Afiadir 40 ml de NaPi 20 mM, pH 7 4,
mezclar~20 min
Descongelar y resusrender la suspension celular

Microfluidizador, 103,4 MPa . 1 pasada

Lisado celular

pocilloftubo para dar una concentracidn final
de sdlidos de 5, 12,5, 20 %

Placa de 96 pocillos

Centrifugar, 5500 g, 25 min, 4 *C, desechar
la fraccidn soluble

l Afiadir volimenes apropiados a cada

Sedimento insoluble en la placa de 96
pocillos (fraccién insoluble)

Adiadir 400 wl de tampdn de extraccidn a
cada pocillo, mezclar por sonicacidn, incubar
1 h a TA con mezclado continuo, centrifugar
y recoger |a fraccion de sobrenadante
extraida

Sobrenadante de extracto

l

CGE-5DS, ensayo basado en células
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FIGURA 4

A
Término Estimacion Errorest. Rel.det . Prob>t
£314 3720 4167 4894339 7.80 ¢ . ., .;m.im_, w_ww“mwj <= (0,0001"
Salidos 92,575  29,36603 -3,15 i i ¢ 0,0103*
rea 6159375 2202452 280 oo ol i ____________ 0,0189"
(Sélidos-12,5)*(Z314-0,55) 1275 6525785  -1.95 ; 0,0792
NaCl 500,51471 259112 1,83 0.0822
(NaCl-1)7(£314-0,55) 1008,3333 575,80486 1,75 0,1105
pH 353,1875 2202452 1,60 0,1399
(Solidos-12,5)*(NaCl-1) -30,7549 34 54827 -0,89 0,3943
B

4000+
o
T w0004
= R
L8] g 4 g 2000+
= £
Fofy
E =7 ¥ 1000

c_l

Sdlidos pH NaC Urea FRIE
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g/l de diana insoluble
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FIGURA 5

—0O—EP530-014 u2 : :
4o —0—EP530-021 U7 (duplicado 1)
—O—EP530-021 u8 (duplicado 2)

0 5 10 15 20

Tiempo postinduccion (h)

40



g/l de diana insoluble

10
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FIGURA 6

—O— EP530-021 u2
—O0—EP530-021u3
—O—EP530-074 u5

10
Tiempo postinduccion (h)
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FIGURA 7

MSYNLLGFLQRSSNFQSQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQF

QKEDAALTIYEMLONIFAIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTV

LEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILR
NFYFINRLTGYLRN (SEQ ID NO: 1)

Atgtcgtacaacctgtigggcticctgecageggtectecaactitcaatcgeagaagetgetgtggcaattgaatggteg
cctggaatactgectgaaggaccgeatgaacticgacatecctgaagagattaageaactccageagttccagaaaga
ggatgcagetctgacgatctatgaaatgetgeagaacateticgegatetticgecaggacageageageaceggttg
gaacgaaaccatigtcgagaatctgetggecaacgictatcaccagattaaccaccicaagacigtgetggaagagaa
gttggagaaagaagatttcacgegtggeaagtigatgagttcgetgeatttgaaacgetactatggtegtateetgeatta
cctgaaggecaaagaatacagecactgtgegtggaccatcgtticgegtggagatectgegeaactictacttcatcaat
cggetcaceggttacetecgeaact (SEQ ID NO: 2)

SYNLLGFLQRSSNFQSQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFQ
KEDAALTIYEMLQNIFAIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVL
EEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILR
NFYFINRLTGYLRN (SEQ ID NO: 3)
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FIGURA 8

2. ¥ R K I &8 L F § © L K D R H D F G F F Q
41 E E F G N ¢ F 9o K A E T I P ¥V L H E M I
kBl Qo o I F N L F 5 T K D 85 8§ A A W D E T L
g6 . p K F Y T E L ¥ ¢ ¢ L W D L E A C V I
0T 9 6V 6 ¥V T E T P L M K E D 5 I L & V R
121 K Y P © K I T L ¥ L K E K K Y 5 P C A W

14, ¢ v v R A2 E I M R 5 F 3 L 5 T W L © E 5

161 L R & K E (SEQIDNO:4)

B

1 TETGACCTGCCTCAGACT CACTCCCTCGGTAGCCGCCGGACCCTGATGCTGTTGGCGCAG
6l ATGCGTAAGATCTCCCTIGIICTCGTGUCTGAARGACCGCCATGATTTCGGCTTCCOGTAG
121 GAAGARTTCGGGARCCAGTTTCAGAAGGCTGRAAACCATCCCAGTGCTGCACGAGATGATC
181 CAGCARATTTTCAACCTGTTCAGCACCAAGEACAGCTCGGCCGCCTGGEACGRARCGTTG
241 TTGGACARATTTTACACCGAGCTGTACCAACAACTGAACGATCTGGARGCATGCGTTATT
301 CAAGGCGTGGGUGTCACCGARRACGCCGUTGAT GARAGARGATAGCATCCTGGCCGTGCGT

36l
ARGTACTTTCAGCGCATCACCCTCTACCTGAARGAGALGARGTATTCGCCCTGCGCETGG

421
GAGGTCGTCCGCGCCGAGATCATGCGGTCCTTCAGCCTCTCCACCAATCTGCAGGARAGT

481 CTCCGCTCGARAGRA (SEQIDNO:S)
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FIGURA 9
A

1 ¢ p L P O T H S5 L G 58 R E T L M L L A ¢

20 M R R I 8 L F s ¢ L K D RHUDVF G F P
Q

41 E E F G N ¢ F Q0 K A E T I P ¥V L H E M
I

kKl o © I P N L F¥F 5 T K D &5 5 & A W D E T
L

81 L. D K F Y T E L Y © ¢ L N D L E A C V
I

21 ¢ ¢ v ¢ ¥V T E T P L M K E D 5 I L A V

121 ¥ ¥ F ¢ R I T L ¥ L. K E K K Y &5 B C A

141 £ VvV ¥ R A BE I M R 5 F 35 L 5 T N L o E

161 L R 5 K E (SEQIDNO:6)

1 TGTGACCTGCCTCAGACTCACTCCCTCGGTAGCCGCCGEACCCTGATGCTGTTGGIGCAG
61 ATGCGTCGCATCTCCCTGTTCTCGTGUCTGARAGACCGCCATGATTTCGGCTTCCCGCAG
121 GAAGAATTCGGGAACCAGTTTCAGAAGGCTGAAACCATCCCAGTGCTGCACGAGATGATC
181 CAGCARATTTTCAACCTGTTCAGCACCARGGACAGCTCGGCCGCCTGGGACGRAACGTTG
241 TTGGACARAATTTTACACCGAGCTGTACCAACAACTGAACGATCTGGARGCATGCGTTATT
301 CRAGGCGTIGGGCGTCACCGARACGCCGCTGATGARAGARGATAGCATCCTGGCCGTGCGT
Jel AAGTACTTTCAGCGCATCACCCTCTACCTGAAAGAGAAGAAGTATTCGCCCTGCGCGTGG

421 GAGGTCGTCCGLGCCGAGATCATGCGETCCTTCAGCCTCTCCACCAATCTGCAGGAARGT

481 CTCCGCTCGAARAGRA (SEQID NO:7)

44



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

