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DESCRIPCION
Célula anfitriona bacteriana recombinante para la expresion de proteinas

La invencion se refiere a una célula anfitriona bacteriana recombinante, concretamente E. coli. La invencion también
se refiere a un método para producir una proteina de interés en tal célula.

Antecedentes de la invencion

Las células bacterianas, tales como E. coli, se utilizan cominmente para producir proteinas recombinantes. Hay
muchas ventajas en el uso de células bacterianas, tales como E. coli, para producir proteinas recombinantes,
particularmente debido a la naturaleza versatil de las células bacterianas como células anfitrionas que permiten la
insercion de genes a través de plasmidos. E. coli se han utilizado para producir muchas proteinas recombinantes,
incluyendo insulina humana.

A pesar de las muchas ventajas de utilizar células bacterianas para producir proteinas recombinantes, todavia
existen limitaciones significativas, incluida la dificultad de producir proteinas sensibles a la proteasa. Las proteasas
desempefian un papel importante en el recambio de proteinas viejas, dafiadas o mal plegadas en el periplasma y el
citoplasma de E. coli. Las proteasas bacterianas actian degradando la proteina recombinante de interés, lo que a
menudo reduce significativamente el rendimiento de la proteina activa.

Se han identificado varias proteasas bacterianas. En E. coli se han identificado proteasas que incluyen proteasa I
(ptr), DegP, OmpT, Tsp, priC, ptrA, ptrB, pepA-T, tsh, espc, eatA, clpP y lon.

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

La reduccion de la actividad de Tsp (prc) es deseable para reducir la protedlisis de las proteinas de interés. Sin
embargo, se encontré que las células que carecen de proteasa prc muestran un crecimiento termosensible a baja
osmolaridad. Hara et al. aislaron reversores termorresistentes que contenian mutaciones supresoras extragénicas
(spr) (Hara et al., Microbial Drug Resistance, 2: 63-72 (1996)). Spr es una proteasa periplasmica unida a membrana
de 18 kDa y los sustratos de spr son Tsp y peptidoglicanos en la membrana externa implicados en la hidrdlisis de la
pared celular durante la division celular. El gen spr se denomina UniProtKB/Swiss-Prot POAFV4 (SPR_ECOLI).

Se han descrito cepas mejoradas deficientes en proteasa que comprenden un gen spr mutante. Chen et al describen
la construccién de cepas de E. coli que portan diferentes combinaciones de mutaciones en prc (Tsp) y otra proteasa,
DegP, creadas amplificando las regiones aguas arriba y aguas abajo del gen y ligando estas entre si en un vector
que comprende marcadores de seleccion y una mutacion sprWW174R (la acumulacion de alto nivel de un fragmento
de anticuerpo recombinante en el periplasma de Escherichia coli requiere una cepa anfitriona triple mutante (ADegP
Aprc sprW174R) (Chen C, Snedecor B, Nishihara JC, Joly JC, McFarland N, Andersen DC, Battersby JE, Campeon
KM. Biotechnol Bioeng. 5 de marzo de 2004; 85(5):463-74). Se encontré que la combinacion de las mutaciones
ADegP, Aprc y sprW174R proporcionaba los niveles mas altos de cadena ligera de anticuerpo, cadena pesada de
anticuerpo y F(ab')2-LZ. El documento EP1341899 describe una cepa de E. coli que es deficiente en DegP y prc
cromosomicos que codifican las proteasas DegP y Prc, respectivamente, y alberga un gen spr mutante que codifica
una proteina que suprime los fenotipos de crecimiento exhibidos por las cepas que albergan mutantes de prc.

Otras cepas mejoradas deficientes en proteasas que contienen mutaciones en Tsp y spr se han descrito en el
documento W02011/086136, y en el documento WO 2012/013930.

Las cepas descritas en el documento W002/48376 son lac" y no puede crecer en cultivos donde se emplee timidina,
fucosa o maltosa como fuente de carbono. Esto puede ser una grave desventaja para las cepas destinadas a su uso
a escala comercial. Puede haber desventajas adicionales asociadas con las cepas, por ejemplo, la falta de
produccién de fosfatasa alcalina. Esta Ultima es una proteina periplasmica implicada en la utilizacién de fosfato de
los medios de cultivo.

Ciertas proteinas exhiben actividad peptidil-prolil isomerasa y/o isomerasa y/o actividad chaperona y se ha
encontrado que proporcionan propiedades ventajosas cuando se emplean en lineas celulares empleadas para la
expresion de proteinas recombinantes.
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La presente invencion proporciona nuevas cepas bacterianas que portan mutaciones tanto Tsp como spr y al menos
un gen que codifica una proteina o proteinas capaces de facilitar el plegamiento de proteinas que proporcionan
medios ventajosos para producir proteinas recombinantes.

Compendio de la invencion
En la presente memoria se describe una célula bacteriana gram negativa recombinante que comprende:

a. un gen spr mutante que codifica una proteina spr que tiene una mutacién en uno o mas aminoacidos
seleccionados entre D133, H145, H157, N31, R62, 170, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, V135,
L136, G140, R144 y G147 y

b. un gen o genes capaces de expresar 0 expresar en exceso una o mas proteinas capaces de facilitar el
plegamiento de proteinas, tales como FkpA, Skp, SurA, PPiAy PPiD

en donde la célula ha reducido la actividad de la proteina Tsp en comparacion con una célula de tipo salvaje.
Adicionalmente se describe una célula bacteriana gram negativa recombinante que codifica:

a. un gen spr mutante que codifica una proteina spr que tiene una mutacién en uno o mas aminoacidos
seleccionados entre D133, H145, H157, N31, R62, 170, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, V135,
L136, G140, R144 y G147,

b. un gen o genes capaces de expresar 0 expresar en exceso una o mas proteinas capaces de facilitar el
plegamiento de proteinas, tales como FkpA, Skp, SurA, PPiA'y PPID,

C. un gen capaz de expresar una proteina de interés, por ejemplo un anticuerpo o fragmento de unién del
mismo

en donde la célula ha reducido la actividad de la proteina Tsp en comparacioén con una célula de tipo salvaje y el
resto del ADN gendmico celular es isogénico con respecto a la célula de tipo salvaje de la que se obtuvo la célula
recombinante.

En un caso, el genoma de la célula es isogénico con respecto a una célula bacteriana de tipo salvaje, excepto para
el gen spr mutado, la modificacion requerida para reducir la actividad de la proteina Tsp en comparaciéon con una
célula de tipo salvaje y el gen o genes que expresan una proteina capaz de facilitar el plegamiento de la proteina.

En la presente memoria se describe adicionalmente una célula bacteriana gram negativa recombinante que tiene
una actividad reducida de la proteina Tsp en comparacion con una célula de tipo salvaje y que comprende un gen
spr mutante que codifica una proteina spr, en donde el genoma de la célula es isogénico con respecto a una célula
bacteriana de tipo salvaje, excepto para la modificacion requerida para reducir la actividad de la proteina Tsp en
comparacion con una célula de tipo salvaje, el gen spr mutado y el gen o genes introducidos para expresar una
proteina capaz de facilitar el plegamiento de la proteina.

Las células descritas en la presente memoria muestran ventajosos fenotipos de produccion de proteinas y
crecimiento.

Adicionalmente, se describe en la presente memoria un método para producir una proteina de interés que
comprende expresar la proteina de interés en una célula bacteriana gram negativa recombinante como se define
anteriormente.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 muestra los resultados de las fermentaciones en la escala de 5 L realizadas con varias
combinaciones de células anfitrionas y "chaperona”. W3110 es una cepa de E. coli de tipo salvaje.
Las diversas combinaciones fueron: tipo salvaje sin chaperona; tipo salvaje con FkpA y Skp; spr
mutante MXEO16 y A Tsp como se publicé en el documento W02011/086136; MXE016 y FkpA,;
MXEQ016 y Skp; MXEO16 y FkpA y Skp; MXE017 descrito en el documento W02011/086136;
MXEO017 y FkpA'y Skp

Figura 2 muestra los resultados de los experimentos de variacién de la velocidad de alimentacion a
velocidades de alimentacion posteriores a la induccion de 5,4, 6,0 y 7,0 g/h, para MXEQ16, la
mayoria del Fab' adicional obtenido a velocidades de alimentacion mas altas se perdié en el
sobrenadante.

Figuras 3A, B muestran la viabilidad celular (3A) y los titulos de Fab' (3B) para MXEQ16 +/- FkpA.
Figura 4 muestra los datos de recuperacion primarios para la produccion a escala piloto de 20 L.

Figura 5 muestra la recuperacion primaria en gel tefiido con SDS-PAGE en condiciones no reductoras de
3
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una produccién a escala piloto de 20 L. Aparte de las bandas relacionadas con FkpA, el perfil de la
proteina parece muy similar entre las dos cepas.

Figura 6 muestra una transferencia Western de etiqueta de His en condiciones no reductoras para un
procedimiento a escala piloto de 20 L. Se detectd FkpA completa y correspondia a la banda de
aprox. 30 kDa y no se detecto ninguna sefial en MXE016 sola como se esperaba.

Figura 7A-C muestra diversas mutaciones en diversos genes.

Figura 7D muestra una representacion esquematica de la creacién de un vector que comprende una
secuencia de polinucledtidos que codifica una cadena ligera de un anticuerpo (LC), una cadena
pesada de un anticuerpo (HC), una secuencia de polinucleétidos FkpA y/o un polinucleétido Skp

Figura 8 Muestra varias secuencias de polinucleétidos y aminoacidos.
Breve descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de ADN del gen Tsp de tipo salvaje que incluye los 6 nucleétidos ATGAAC
aguas arriba del codoén de inicio.

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

SEQ ID NO: 3 es la secuencia de ADN de un gen Tsp desactivado mutado que incluye los 6 nucleétidos
ATGAAT aguas arriba del codén de inicio.

SEQ ID NO: 4 es la secuencia de ADN del gen de la proteasa lll de tipo salvaje.

SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoacidos de la proteina Proteasa Il de tipo salvaje.
SEQ ID NO: 6 es la secuencia de ADN de un gen de proteasa |l desactivado mutado.
SEQ ID NO: 7 es la secuencia de ADN del gen DegP de tipo salvaje.

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

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

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

SEQ ID NO: 11 es la secuencia del cebador oligonucleotidico 5' para la region del gen DegP mutado que
comprende el sitio de restriccion Asel.

SEQ ID NO: 12 es la secuencia del cebador oligonucleotidico 3' para la region del gen DegP mutado que
comprende el sitio de restriccion Asel.

SEQ ID NO: 13 es la secuencia del cebador oligonucleotidico 5' para la region del gen Tsp mutado que
comprende el sitio de restriccion Asel.

SEQ ID NO: 14 es la secuencia del cebador oligonucleotidico 3' para la regién del gen de la proteasa Il
mutado que comprende el sitio de restriccion Asel.

SEQ ID NO: 15 es la secuencia del cebador oligonucleotidico 5' para la regién del gen de la proteasa llI
mutado que comprende el sitio de restriccion Asel.

SEQ ID NO: 16 es la secuencia del cebador oligonucleotidico 3' para la region del gen Tsp mutado que
comprende el sitio de restriccion Asel.

SEQ ID NO: 17 es la secuencia de ADN del gen spr de tipo salvaje.

SEQ ID NO: 18 es la secuencia del gen spr de tipo salvaje que incluye la secuencia sefial que consiste en los
primeros 26 residuos de aminoacido.

SEQ ID NO: 19 es la secuencia del gen spr no mutado sin la secuencia de sefal.

SEQ ID NO: 20 es la secuencia de nucleétidos de una secuencia OmpT mutada que comprende mutaciones
D210A y H212A.

SEQ ID NO: 21 es la secuencia de aminoacidos de una secuencia OmpT mutada que comprende mutaciones
D210A y H212A.

SEQ ID NO: 22 es la secuencia de nucledtidos de una secuencia OmpT desactivada mutada.
4
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SEQ ID NO: 23 muestra la secuencia del adaptador oligonucleotidico OmpA.

SEQ ID NO: 24 muestra el casete de oligonucleétidos que codifica la secuencia intergénica 1 (IGS1) para la
expresion de Fab en E. coli.

SEQ ID NO: 25 muestra el casete de oligonucleétidos que codifica la secuencia intergénica 2 (IGS2) para la
expresion de Fab en E. coli.

SEQ ID NO: 26 muestra el casete de oligonucleétidos que codifica la secuencia intergénica 3 (IGS3) para la
expresion de Fab en E. coli.

SEQ ID NO: 27 muestra el casete de oligonucleétidos que codifica la secuencia intergénica 4 (IGS4) para la
expresion de Fab en E. coli.

SEQ ID NO: 28 es la secuencia de ADN del gen FkpA de tipo salvaje.

SEQ ID NO: 29 es la secuencia de proteinas del gen FkpA de tipo salvaje.
SEQ ID NO: 30 es la secuencia de ADN del gen FkpA etiquetado con his.
SEQ ID NO: 31 es la secuencia de proteinas del gen FkpA etiquetado con his.
SEQ ID NO: 32 es la secuencia de ADN del gen skp de tipo salvaje.

SEQ ID NO: 33 es la secuencia de proteinas del gen skp de tipo salvaje.

SEQ ID NO: 34 es la secuencia de ADN del gen skp etiquetado con his.

SEQ ID NO: 35 es la secuencia de proteinas del gen skp etiquetado con his.

SEQ ID NO: 36 a 74 muestran varias secuencias de aminoacidos y ADN de anticuerpos contra FcRn o
fragmentos de los mismos, que son adecuados para la expresion en la linea celular de la presente invencion.
En particular, SEQ ID NO: 50 es la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera de un
anticuerpo anti-FcRn de cadena ligera 1519gH20 y SEQ ID NO: 58 es la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena pesada de un anticuerpo anti-FcRn de cadena pesada 1519gH20.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas de la invencion

Los autores de la presente invencion han proporcionado células bacterianas gram negativas recombinantes
mejoradas adecuadas para expresar una proteina recombinante de interés.

En una realizacién, la proteina es un anticuerpo o fragmento de unién del mismo, en particular un anticuerpo
terapéutico.

En particular, los autores de la presente invencion han proporcionado células bacterianas gram negativas
recombinantes mejoradas adecuadas para expresar una proteina recombinante de interés incorporando uno o mas
genes, que codifican una proteina para facilitar el plegamiento de proteinas, en células bacterianas gram negativas
que portan un gen Tsp mutado y un gen spr mutado.

En una realizacion, el gen o los genes, que codifican la proteina para facilitar el plegamiento de la proteina, se
integran en el genoma de las células, por ejemplo para proporcionar una linea celular estable. En una realizacion,
una proteina recombinante para su expresion (tal como una proteina terapéutica) se transfecta a una linea celular
estable para proporcionar la expresion de la proteina recombinante deseada.

En una realizacion, el gen o los genes, que codifican una proteina para facilitar el plegamiento de proteinas, se
proporcionan en uno o mas plasmidos, por ejemplo, los plasmidos se transfectan transitoriamente a una célula para
proporcionar una linea celular de la presente descripcion.

En una realizacion, el gen o los genes, que codifican una proteina para facilitar el plegamiento de proteinas, se
proporcionan en un plasmido que también contiene la secuencia codificante para una proteina recombinante de
interés.

En una realizacion, el gen o los genes, que codifican una proteina para facilitar el plegamiento de proteinas, se
proporcionan en un plasmido que no contiene la secuencia codificante para una proteina recombinante de interés.

En una realizacion, la invencion proporciona nuevas cepas que tienen un fenotipo de crecimiento celular mejorado
en comparacion con células bacterianas de tipo salvaje y células que portan solo un gen Tsp mutado o un gen Tsp
mutado y un gen spr mutado.

Las células de la presente invencion poseen muchas ventajas. Los autores de la presente invencion han encontrado
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sorprendentemente que las células de acuerdo con la presente descripcion pueden exhibir una mayor viabilidad
celular en comparacion con una célula de tipo salvaje o una célula que comprende un gen Tsp mutado y un gen spr
mutado.

La viabilidad celular tiene una particular importancia en términos practicos porque las células que no son viables
tienden a lisar y crear residuos de ADN en el cultivo. Estos residuos de ADN aumentan la dificultad, el coste y el
gasto de purificar la proteina deseada. Por lo tanto, minimizar los residuos de ADN de las células no viables lisadas
es un problema importante en la fabricacion de proteinas recombinantes de manera eficaz, véase por ejemplo el
documento US 6.258.560.

La viabilidad celular se puede medir mediante una cualquiera de varias técnicas de rutina, por ejemplo, empleando
un colorante fluorescente y un analisis FACS o similar.

Especificamente, las células de acuerdo con la descripcion generalmente exhiben un fenotipo de lisis celular
reducida en comparacion con las células que portan un gen Tsp mutado y un gen spr mutado.

Ademas, las nuevas cepas pueden reducir la pérdida de proteinas de las células y permitir una acumulacion
periplasmica prolongada en comparacion con las células que portan un gen Tsp mutado y un gen spr mutado. Esto
es particularmente importante porque, por ejemplo, cuando los niveles de expresion totales de la proteina diana son
similares pero se acumula mas proteina en el periplasma o se acumula menos proteina en el sobrenadante porque
la cepa es menos permeable que las células con estas propiedades menos permeables, generalmente seran mas
adecuadas para la produccion a escala de planta puesto que facilitan la recuperacién de proteinas.

Adicionalmente, las células de acuerdo con la presente descripcion pueden mostrar un mayor rendimiento de una
proteina de interés en comparacion con una célula bacteriana de tipo salvaje o una célula que comprende un gen
Tsp mutado y un gen spr mutado en ausencia de un gen o genes que codifican una proteina tal como FkpA. El
rendimiento de proteina mejorado puede ser el rendimiento de proteina periplasmica y/o el rendimiento de proteina
sobrenadante. En una realizacion, las células de la presente invencion muestran un rendimiento mejorado de la
proteina periplasmica en comparacion con una célula que porta un gen Tsp mutado y un gen spr mutado debido a
una filtracion reducida de la célula.

Las células bacterianas recombinantes pueden ser susceptibles de una mayor velocidad de producciéon de una
proteina de interés y, por lo tanto, la misma cantidad de una proteina de interés se puede producir en un tiempo mas
corto en comparacion con una célula bacteriana de tipo salvaje o una célula que comprende un gen Tsp mutado y un
gen spr mutado. La mayor velocidad de produccion de una proteina de interés puede ser especialmente significativa
durante el periodo inicial de crecimiento de la célula, por ejemplo durante las primeras 5, 10, 20 o 30 horas después
de la induccién de la expresién de proteinas.

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

Ademas, la expresion de una proteina o proteinas que facilitan el plegamiento optimiza adicionalmente la expresion
al maximizar la proteina proporcionada con un plegamiento adecuado. El experto en la técnica es consciente de que
el plegamiento apropiado es esencial para la funcion biolégica y, por lo tanto, el aislamiento de la proteina con el
plegamiento deseado es de vital importancia. Esto es particularmente importante cuando la proteina se expresa en
una célula gram negativa puesto que la proteina expresada no sera natural para la célula y, por lo tanto, la célula
puede no expresar automaticamente la proteina con el plegamiento adecuado. El plegamiento inadecuado puede
expresarse en forma de agregacion u otras impurezas. El aislamiento de la proteina deseada puede requerir una
purificacion extensa, lo que tiene implicaciones de coste y también puede dar como resultado un bajo rendimiento de
la proteina deseada. Maximizar la cantidad de proteina plegada correctamente expresada minimiza la cantidad de
purificacion requerida y puede optimizar el rendimiento utilizable y, por lo tanto, es ventajoso.

Las ventajas asociadas con la expresion de una proteina que facilita el plegamiento incluyen uno o mas de los
siguientes: Titulo mas alto (p.ej., aumentado a aproximadamente 1,05 g/L en comparacién con 0,5 g/L del tipo
salvaje); Mayor viabilidad en la cosecha (p.ej., >95%); Mayor titulo con mayor velocidad de alimentacién (mejores
perspectivas para el desarrollo del procedimiento); Titulos mas altos a escalas de produccidon comercial, tales como
una escala de 20 litros y una mayor viabilidad en la cosecha; y Un aclarado mas facil del extracto, en particular a una
escala de 20 L.

Las células proporcionadas por la presente invencion tienen una actividad proteasa reducida de Tsp en comparacion
con una célula de tipo salvaje, lo que puede reducir la protedlisis de una proteina de interés, particularmente
proteinas de interés que son proteoliticamente sensibles a Tsp. Por lo tanto, las células proporcionadas por la
presente invencion pueden proporcionar un mayor rendimiento de las proteinas intactas, preferiblemente de la
proteina de interés y un rendimiento mas bajo, o preferiblemente ningun fragmento proteolitico de proteinas,
preferiblemente de la proteina de interés, en comparacién con una célula bacteriana de tipo salvaje.

En la presente memoria se describen células que portan solo las mutaciones minimas del genoma requeridas para
6
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introducir las modificaciones de acuerdo con la presente descripcion. La célula bacteriana puede diferir solo de una
célula bacteriana de tipo salvaje en una o mas mutaciones del gen spr y la modificacion requerida para reducir la
actividad de la proteina Tsp en comparacién con una célula de tipo salvaje debido a que, por ejemplo, el gen o los
genes que codifican una proteina para facilitar el plegamiento de proteinas puede introducirse transitoriamente en la
célula, tal como en un plasmido. Las células descritas en la presente memoria no portan ninguna otra mutacién que
pueda tener efectos perjudiciales sobre el crecimiento de la célula y/o su capacidad para expresar una proteina de
interés.

Por consiguiente, una o mas de las células anfitrionas recombinantes descritas en la presente memoria pueden
exhibir una expresion de proteina mejorada y/o caracteristicas de crecimiento mejoradas en comparacion con las
células que comprenden mutaciones realizadas mediante ingenieria genética adicionales de la secuencia gendmica.
Las células descritas en la presente memoria también son mas adecuadas para su uso para producir proteinas
terapéuticas en comparacion con células que comprenden alteraciones adicionales en el genoma celular.

El experto en la técnica podria faciimente someter a prueba un clon de célula candidato para ver si tiene el
rendimiento deseado de una proteina de interés utilizando métodos bien conocidos en la técnica, incluyendo un
método de fermentacion, ELISA y HPLC con proteina G. Los métodos de fermentacion adecuados son descritos por
Humphreys D P, et al. (1997). en Formation of dimeric Fabs in E. coli: effect of hinge size and isotype, presence of
interchain disulphide bond, Fab' expression levels, tail piece sequences and growth conditions. J. IMMUNOL. METH.
209: 193-202; Backlund E. Reeks D. Markland K. Weir N. Bowering L. Larsson G. Fedbatch design for periplasmic
product retention in Escherichia coli, Journal Article. Research Support, Non-U.S. Gov't Journal of Biotechnology.
135(4):358-65, 31 de julio de 2008; Champion KM. Nishihara JC. Joly JC. Arnott D. Similarity of the Escherichia coli
proteome upon completion of different biopharmaceutical fermentation processes. [Journal Article] Proteomics.
1(9):1133-48, septiembre de 2001; y Horn U. Strittmatter W. Krebber A. Knupfer U. Kujau M. Wenderoth R. Muller K.
Matzku S. Pluckthun A. Riesenberg D. High volumetric yields of functional dimeric miniantibodies in Escherichia coli,
using an optimized expression vector and high-cell-density fermentation under non-limited growth conditions, Journal
Article. Research Support, Non-U.S. Gov't Applied Microbiology & Biotechnology. 46(5-6):524-32, diciembre de 1996.
El experto en la técnica también podria someter a prueba facilmente la proteina secretada para ver si la proteina se
pliega correctamente utilizando métodos bien conocidos en la técnica, tales como HPLC con proteina G, dicroismo
circular, RMN, cristalografia de rayos X y métodos de medicion de afinidad de epitopos.

La presente invencion se describira ahora con mas detalle.

Los términos "proteina" y "polipéptido" se utilizan indistintamente en la presente memoria, a menos que el contexto
indique lo contrario. Se pretende que "Péptido" se refiera a 10 aminoacidos o menos.

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

'Actividad reducida’, como se emplea en la presente memoria, se refiere a 'niveles mas bajos de actividad
enzimatica, tal como la actividad enzimatica de Tsp en comparacién con la actividad enzimatica correspondiente en
una cepa de tipo salvaje cuando se mide en condiciones comparables en un ensayo adecuado. En una realizacion,
la actividad reducida es 50% o menos, 40% o menos, 30% o menos, 20% o menos, 10% o menos o0 5% o menos de
la actividad enzimatica de un comparador de tipo salvaje. En una realizacioén, el analisis para determinar los niveles
de actividad enzimatica se realiza concomitantemente cuando los resultados se van a emplear en una comparacion
directa.

Comparacion directa, como se emplea en la presente memoria, se refiere al lugar donde se compara el valor
numérico de dos o mas resultados con el propdsito de evaluar si hay una actividad reducida como se define en la
presente memoria o clasificar los resultados de actividad obtenidos de un ensayo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "que comprende" en el contexto de la presente memoria
descriptiva debe interpretarse como "que incluye".

Célula de tipo salvaje, como se emplea en la presente memoria, se emplea indistintamente con una célula no
mutada o una célula de control.

La célula no mutada o la célula de control en el contexto de la presente invencion significan una célula del mismo
tipo que la célula gram negativa recombinante de la invencion en donde la célula no ha sido modificada para portar
la actividad de la proteina Tsp reducida anteriormente y para portar el gen spr mutante. Por ejemplo, una célula no
mutada puede ser una célula de tipo salvaje y se puede obtener de la misma poblacién de células anfitrionas que las
células de la invencion antes de la modificacién para introducir cualquier mutacion.

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

La expresion "fenotipo de una célula que comprende un gen Tsp mutado" en el contexto de la presente invencion
significa el fenotipo mostrado por una célula que tiene un gen Tsp mutante. Normalmente, las células que
comprenden un gen Tsp mutante se pueden lisar, especialmente a altas densidades celulares. La lisis de estas
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células hace que cualquier proteina recombinante se filtre al sobrenadante. Las células que portan el gen Tsp
mutado también pueden mostrar un crecimiento termosensible a baja osmolaridad. Por ejemplo, las células no
presentan una tasa de crecimiento reducida o nula o las células mueren en medios hipotdnicos a alta temperatura,
tal como a 40°C o mas.

El término "isogénico" en el contexto de la presente invencion significa que el genoma de la célula de la presente
invencion tiene sustancialmente la misma o la misma secuencia gendémica en comparacion con la célula de tipo
salvaje a partir de la que se obtiene la célula, excepto por un gen spr mutado y la modificacion requerida para reducir
la actividad de la proteina Tsp en comparacion con una célula de tipo salvaje. En esta realizacion, el genoma de la
célula no comprende otras mutaciones no naturales o realizadas mediante ingenieria genética. En una realizacion, la
célula de acuerdo con la presente invencion puede tener sustancialmente la misma secuencia genémica en
comparacion con la célula de tipo salvaje, excepto por el gen spr mutado y la modificacion requerida para reducir la
actividad de la proteina Tsp en comparacion con una célula de tipo salvaje, teniendo en cuenta cualquier mutacion
natural que se pueda producir. En una realizacion, la célula segun la presente invencion puede tener exactamente la
misma secuencia gendémica en comparacion con la célula de tipo salvaje, excepto por el gen spr mutado y la
modificacion requerida para reducir la actividad de la proteina Tsp en comparacion con una célula de tipo salvaje.

El término "tipo salvaje" en el contexto de la presente invencion significa una cepa de una célula bacteriana gram
negativa como puede aparecer en la naturaleza o se puede aislar del medio ambiente, que no porta ninguna
mutacion realizada mediante ingenieria genética. Un ejemplo de una cepa de tipo salvaje de E. coli es W3110, tal
como la cepa W3110 K-12.

Se puede utilizar cualquier bacteria gram negativa adecuada como célula parental para producir la célula
recombinante de la presente invencion. Las bacterias gram negativas adecuadas incluyen Salmonella typhimurium,
Pseudomonas fluorescens, Erwinia carofovora, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii y E. coli. Preferiblemente la célula parental es E. coli. En la
presente invencion se puede utilizar cualquier cepa adecuada de E. coli pero preferiblemente se utiliza una cepa
W3110 de tipo salvaje, tal como K-12 W3110.

Un inconveniente asociado con las cepas bacterianas deficientes en proteasas creadas previamente y utilizadas
para expresar proteinas recombinantes es que comprenden mutaciones adicionales de genes implicados en el
metabolismo celular y la replicacion del ADN tales como, por ejemplo, phoA, fhuA, lac, rec, gal, ara, arg, thi y pro en
cepas de E. coli. Estas mutaciones pueden tener muchos efectos perjudiciales sobre la célula anfitriona, incluyendo
los efectos sobre el crecimiento celular, la estabilidad, el rendimiento de la expresién de proteinas recombinantes y
la toxicidad. Las cepas que tienen una o mas de estas mutaciones gendémicas, particularmente las que tienen un alto
numero de estas mutaciones, pueden exhibir una pérdida de adaptabilidad que reduce la tasa de crecimiento
bacteriano a un nivel que no es adecuado para la produccién industrial de proteinas. Adicionalmente, cualquiera de
las mutaciones genomicas anteriores puede afectar a otros genes en cis y/o en frans en formas dafinas
impredecibles, lo que altera el fenotipo de la cepa, la adaptabilidad y el perfil de proteinas. Adicionalmente, el uso de
células altamente mutadas no es generalmente adecuado para producir proteinas recombinantes para uso
comercial, particularmente terapéuticas, porque tales cepas generalmente tienen vias metabdlicas defectuosas v,
por lo tanto, pueden crecer poco o nada en medios minimos o quimicamente definidos.

En una realizacion, una célula de acuerdo con la presente invencidon es isogénica con respecto a una célula
bacteriana de tipo salvaje, excepto por el gen spr mutado y la modificacion requerida para reducir la actividad de la
proteina Tsp en comparacion con una célula de tipo salvaje. Solo se realizan mutaciones minimas en el genoma de
la célula para introducir las mutaciones. Las células no portan ninguna otra mutacion que pueda tener efectos
perjudiciales sobre el crecimiento de la célula y/o la capacidad de expresar una proteina de interés. Por
consiguiente, una o mas de las células anfitrionas recombinantes de la presente invencién pueden exhibir una
expresion de proteina mejorada y/o caracteristicas de crecimiento mejoradas en comparacion con las células que
comprenden otras mutaciones realizadas mediante ingenieria genética en la secuencia gendmica. Las células
proporcionadas por la presente invencion también son mas adecuadas para su uso en la produccién de proteinas
terapéuticas en comparacion con células que comprenden alteraciones adicionales en el genoma celular.

En una realizacion preferida, la célula es isogénica con respecto a una célula de E. coli de tipo salvaje, tal como la
cepa W3110, excepto por el gen spr mutado y la modificacion requerida para reducir la actividad de la proteina Tsp
en comparacion con una célula de tipo salvaje.

La célula de la presente invencion puede diferir adicionalmente de una célula de tipo salvaje al comprender un
polinucleétido que codifica la proteina de interés. La secuencia de polinucleétidos que codifica la proteina de interés
puede ser exdgena o enddgena. El polinucledtido que codifica la proteina de interés puede estar contenido dentro de
un vector de expresion adecuado transformado en la célula y/o integrado en el genoma de la célula anfitriona. En la
realizacion donde el polinucledtido que codifica la proteina de interés se inserta en el genoma del anfitrion, la célula
de la presente invencion también se diferenciara de una célula de tipo salvaje debido a la secuencia de
polinucleétido insertada que codifica la proteina de interés. Preferiblemente, el polinucleétido esta en un vector de
expresion en la célula, causando asi una interrupcion minima del genoma de la célula anfitriona.
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La proteina spr es una proteasa periplasmica unida a membrana de E. coli.

La secuencia de aminoacidos de tipo salvaje de la proteina spr se muestra en SEQ ID NO: 21 con la secuencia
sefial en el extremo N y en SEQ ID NO: 22 sin la secuencia sefial de 26 aminoacidos (segun el Numero de Acceso
UniProt POAFV4). La numeracion de aminoacidos de la secuencia de la proteina spr en la presente invencion incluye
la secuencia sefial. Por consiguiente, el aminoacido 1 de la proteina spr es el primer aminoacido (Met) que se
muestra en SEQ ID NO: 21.

El gen spr mutado es el gen spr cromosomico de la célula.

El gen spr mutado codifica una proteina spr capaz de suprimir el fenotipo de una célula que comprende
adicionalmente un gen Tsp mutado. Las células que portan un gen Tsp mutado pueden tener una buena tasa de
crecimiento celular, pero una limitacion de estas células es su tendencia a la lisis, especialmente a altas densidades
celulares. Por consiguiente, el fenotipo de una célula que comprende un gen Tsp mutado es una tendencia a la lisis,
especialmente a altas densidades celulares. Las células que portan un gen Tsp mutado también muestran un
crecimiento termosensible a baja osmolaridad. Sin embargo, las mutaciones spr portadas por las células de la
presente invencién, cuando se introducen en una célula que tiene actividad reducida de Tsp, suprimen el fenotipo de
Tsp reducido vy, por lo tanto, la célula presenta una lisis reducida, particularmente a una densidad celular alta. El
fenotipo de crecimiento de una célula puede ser medido facilmente por un experto en la técnica durante un
procedimiento en matraz de agitaciéon o de fermentacion de alta densidad celular. La supresion del fenotipo de lisis
celular se puede observar a partir de la tasa de crecimiento mejorada y/o la produccion de proteina recombinante,
particularmente en el periplasma, exhibida por una célula que porta un mutante de spr y que tiene una actividad Tsp
reducida en comparacion con una célula que porta el mutante de Tsp y spr de tipo salvaje.

Las células de acuerdo con la presente invencion comprenden un gen spr mutante que codifica una proteina spr que
tiene una mutacion en uno o mas aminoacidos seleccionados entre N31, R62, 170, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100,
L108, Y115, D133, V135, L136, G140, R144, H145, G147 y H157, preferiblemente una mutaciéon en uno o mas
aminoacidos seleccionados entre C94, S95, V98, Y115, D133, V135, H145, G147 y H157. En esta realizacion, la
proteina spr preferiblemente no tiene otras mutaciones.

La mutacién de uno o mas de los aminoacidos anteriores puede ser cualquier mutacién de cambio de sentido
adecuada en uno, dos o tres de los nucleétidos que codifican el aminoacido. La mutacién cambia el residuo de
aminoacido por cualquier aminoacido adecuado que da como resultado una proteina spr mutada capaz de suprimir
el fenotipo de una célula que comprende un gen Tsp mutado. La mutacién de cambio de sentido puede cambiar el
aminoacido por uno que es de un tamafo diferente y/o tiene propiedades quimicas diferentes en comparacion con el
aminoacido de tipo salvaje.

En una realizacién, el gen spr mutante codifica una proteina spr que tiene una o mas mutaciones seleccionadas
entre C94A, S95F, VI8E, Y115F, D133A, V135D o G, H145A, G147C y H157A.

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

Por consiguiente, el gen spr mutado puede comprender: una mutacion en C94; o una mutacién en H145; o una
mutacién en H157; o una mutacion en C94 y H145; o una mutaciéon en C94 y H157; o una mutacién en H145 y H157;
0 una mutacion en C94, H145 y H157.

En esta realizacion, la proteina spr preferiblemente no tiene otras mutaciones.

Uno, dos o tres de C94, H145 y H157 se pueden mutar a cualquier aminoacido adecuado que dé como resultado
una proteina spr capaz de suprimir el fenotipo de una célula que comprende un gen Tsp mutado. Por ejemplo, uno,
dos o tres de C94, H145 y H157 se pueden mutar a un pequefio aminoacido tal como Gly o Ala. Por consiguiente, la
proteina spr puede tener una, dos o tres de las mutaciones C94A, H145A y H157A. En una realizacion, el gen spr
comprende la mutacion de cambio de sentido C94A, que se ha encontrado que produce una proteina spr capaz de
suprimir el fenotipo de una célula que comprende un gen Tsp mutado. En ofra realizacién, el gen spr comprende la
mutacion de cambio de sentido H145A, que se ha encontrado que produce una proteina spr capaz de suprimir el
fenotipo de una célula que comprende un gen Tsp mutado.

La designacién de un mutante de sustitucion en la presente memoria consiste en una letra seguida de un ndmero
seguido de una letra. La primera letra designa el aminoacido en la proteina de tipo salvaje. El numero se refiere a la
posicion del aminoacido donde se realiza la sustitucion del aminoacido, y la segunda letra designa el aminoacido que
se utiliza para reemplazar el aminoacido de tipo salvaje.

En una realizacién, la proteina spr mutante comprende una mutacién en uno o mas aminoacidos seleccionados
entre N31, R62, 170, Q73, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136, G140, R144 y G147,
preferiblemente una mutacién en uno o mas aminoacidos seleccionados entre S95, V98, Y115, D133, V135 y G147.
En esta realizacion, la proteina spr preferiblemente no tiene otras mutaciones. Por consiguiente, el gen spr mutado
puede comprender: una mutacion en N31; o una mutacion en R62; o una mutacién en 170; o una mutacién en Q73;
0 una mutacion en S95; o una mutacién en V98; o una mutacion en Q99; o una mutaciéon en R100; o una mutacion
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en L108; o una mutacién en Y115; o una mutacion en D133; o una mutacion en V135; o una mutacién en L136; o
una mutacion en G140; o una mutacion en R144; o una mutacion en G147.

En una realizacion, la proteina spr mutante comprende multiples mutaciones en los aminoacidos: S95 e Y115; o
N31, Q73, R100 y G140; 0 Q73, R100 y G140; o R100 y G140; 0 Q73 y G140; 0 Q73 y R100; o0 R62, Q99 y R144; o
Q99 y R144.

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

En una realizacion, la proteina spr comprende una o mas de las siguientes mutaciones: N31Y, R62C, 170T, Q73R,
S95F, VI8E, Q99P, R100G, L108S, Y115F, D133A, V135D o V135G, L136P, G140C, R144C y G147C. En una
realizacion, la proteina spr comprende una o mas de las siguientes mutaciones: S95F, VI98E, Y115F, D133A, V135D
0 V135G y G147C. En esta realizacion, la proteina spr preferiblemente no tiene otras mutaciones.

En una realizacion, la proteina spr tiene una mutacién seleccionada entre N31Y, R62C, I70T, Q73R, S95F, V98E,
Q99P, R100G, L108S, Y115F, D133A, V135D o V135G, L136P, G140C, R144C y G147C. En esta realizacion, la
proteina spr preferiblemente no tiene otras mutaciones.

En una realizacién adicional, la proteina spr tiene multiples mutaciones seleccionadas de: S95F e Y115F; N31Y,
Q73R, R100G y G140C; Q73R, R100G y G140C; R100G y G140C; Q73R y G140C; Q73R y R100G; R62C, Q99P y
R144C; 0 Q99P y R144C.

En una realizacion, el gen spr mutado codifica una proteina spr que tiene una mutacion C94A.

En una realizacion, el gen spr mutado codifica una proteina spr que tiene una mutacién V103E.
En una realizacion, el gen spr mutado codifica una proteina spr que tiene una mutacion D133A.
En una realizacion, el gen spr mutado codifica una proteina spr que tiene una mutacion V135D.
En una realizacion, el gen spr mutado codifica una proteina spr que tiene una mutacion V135A.
En una realizacion, el gen spr mutado codifica una proteina spr que tiene una mutacion H145A.
En una realizacion, el gen spr mutado codifica una proteina spr que tiene una mutacién G147C.
En una realizacion, el gen spr mutado codifica una proteina spr que tiene una mutacion H157A.

En una realizacion, el gen spr mutante codifica una proteina spr que tiene una mutacion seleccionada entre H145A,
H157A y D133A.

En una realizacion de la presente invencion, se pueden realizar cualquier mutacién o mutaciones adecuadas en el
gen spr que den como resultado una proteina spr capaz de suprimir el fenotipo de una célula que comprende un gen
Tsp mutado. Preferiblemente, la proteina spr puede tener una o mas de las siguientes mutaciones: N31Y, R62C,
I70T, Q73R, C94A, S95F, VI8E, Q99P, R100G, L108S, Y115F, D133A, V135D, V135G, L136P, G140C, R144C,
H145A, G147C, H157A y W174R. En una realizacion, la proteina spr no comprende la mutaciéon W174R.
Preferiblemente, el gen spr comprende una o mas mutaciones comentadas anteriormente.

Las células segun la presente invencion tienen una actividad reducida de la proteina Tsp en comparaciéon con una
célula de tipo salvaje. La expresion "actividad reducida de la proteina Tsp en comparacion con una célula de tipo
salvaje" significa que la actividad de Tsp de la célula se reduce en comparacién con la actividad de la Tsp de una
célula de tipo salvaje. La célula puede ser modificada por cualquier medio adecuado para reducir la actividad de Tsp.

En una realizacion, la actividad de Tsp reducida es a partir de la modificacion del polinucleétido endégeno que
codifica Tsp y/o secuencias de expresion reguladoras asociadas. La modificacion puede reducir o detener la
transcripcion y traduccion del gen Tsp o puede proporcionar una proteina Tsp expresada que tenga una actividad
proteasa reducida en comparacion con la proteina Tsp de tipo salvaje.

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

En una realizacion preferida, las células de acuerdo con la presente invenciéon portan un gen Tsp mutado que
codifica una proteina Tsp que tiene actividad de proteasa reducida o un gen Tsp mutado desactivado.

Preferiblemente, el gen Tsp cromosémico esta mutado.

Como se emplea en la presente memoria, "gen Tsp" significa un gen que codifica la proteasa Tsp (también conocida
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como Prc) que es una proteasa periplasmica capaz de actuar sobre la proteina de unién a la penicilina 3 (PBP3) y
las proteinas de la cola del fago. La secuencia del gen Tsp de tipo salvaje se muestra en SEQ ID NO: 1 vy la
secuencia de la proteina Tsp de tipo salvaje se muestra en SEQ ID NO: 2.

La referencia al gen Tsp mutado o al gen Tsp mutado que codifica Tsp, se refiere a un gen Tsp mutado que codifica
una proteina Tsp que tiene actividad proteasa reducida o un gen Tsp mutado desactivado, a menos que se indique
lo contrario.

La expresion "gen Tsp mutado que codifica una proteina Tsp que tiene actividad proteasa reducida" en el contexto
de la presente invencion significa que el gen Tsp mutado no tiene la actividad proteasa completa en comparacion
con el gen Tsp no mutado de tipo salvaje.

Preferiblemente, el gen Tsp mutado codifica una proteina Tsp que tiene 50% o menos, 40% o menos, 30% o menos,
20% o menos, 10% o menos o 5% o menos de la actividad de la proteasa de una proteina Tsp no mutada de tipo
salvaje. Mas preferiblemente, el gen Tsp mutado codifica una proteina Tsp que no tiene actividad proteasa. En esta
realizacion, la célula no es deficiente en Tsp cromosémica, es decir, la secuencia del gen Tsp no se ha suprimido ni
mutado para evitar la expresion de cualquier forma de proteina Tsp.

Se puede introducir cualquier mutacion adecuada en el gen Tsp para producir una proteina que tenga actividad
proteasa reducida. La actividad proteasa de una proteina Tsp expresada a partir de una bacteria gram negativa
puede ser sometida a prueba facilmente por un experto en la técnica mediante cualquier método adecuado en la
técnica, tal como el método descrito por Keiler et al. (Identification of Active Site Residues of the Tsp Protease* THE
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY Vol. 270, Num. 48, Ediciéon de 1 de diciembre, pag. 28864-28868, 1995
Kenneth C. Keiler y Robert T. Sauer) en donde se someti6 a prueba la actividad proteasa de Tsp.

Keiler et al (supra) han informado de que Tsp tiene un sitio activo que comprende los residuos S430, D441 y K455y
los residuos G375, G376, E433 y T452 son importantes para mantener la estructura de Tsp. Keiler et al (supra)
informan sobre el hallazgo de que los genes Tsp mutados S430A, D441A, K455A, K455H, K455R, G375A, G376A,
E433A y T452A no tienen actividad proteasa detectable. Adicionalmente, se informa de que el gen Tsp mutado
S430C muestra aproximadamente 5-10% de actividad de tipo salvaje. Por consiguiente, la mutacion Tsp para
producir una proteina que tiene actividad proteasa reducida puede comprender una mutacion, tal como una mutacién
de cambio de sentido en uno o mas de los residuos S430, D441, K455, G375, G376, E433 y T452. Preferiblemente,
la mutacion Tsp para producir una proteina que tiene actividad proteasa reducida puede comprender una mutacion,
tal como una mutacion de cambio sentido en uno, dos o los tres residuos del sitio activo S430, D441 y K455.

Por consiguiente, el gen Tsp mutado puede comprender: una mutacion en S430; o una mutacion en D441; o una
mutacion en K455; o una mutacion en S430 y D441; o una mutacion en S430 y K455; o una mutacion en D441 y
K455; o una mutacion en S430, D441 y K455.

Uno o mas de S430, D441, K455, G375, G376, E433 y T452 se pueden mutar a cualquier aminoacido adecuado que
dé como resultado una proteina que tenga actividad proteasa reducida. Los ejemplos de mutaciones adecuadas son
S430A, S430C, D441A, K455A, K455H, K455R, G375A, G376A, E433A y T452A. El gen Tsp mutado puede
comprender una, dos o tres mutaciones en los residuos del sitio activo, por ejemplo, el gen puede comprender:
S430A 0 S430C; y/o D441A,; y/o K455A o K455H o K455R.

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

La expresion "gen Tsp mutado desactivado” en el contexto de la presente invencion significa que el gen comprende
una o mas mutaciones que evitan la expresion de la proteina Tsp codificada por el gen de tipo salvaje para
proporcionar una célula deficiente en la proteina Tsp. El gen desactivado se puede transcribir parcial o
completamente, pero no se traduce a la proteina codificada. El gen Tsp mutado desactivado puede ser mutado de
cualquier manera adecuada, por ejemplo, por una o mas mutaciones por delecion, insercion, puntuales, de cambio
de sentido, sin sentido y por desplazamiento de marco, para causar la no expresion de la proteina. Por ejemplo, €l
gen puede desactivar mediante la insercion de una secuencia de ADN foranea, tal como un marcador de resistencia
a antibidticos, en la secuencia codificante del gen.

En una realizacion preferida, el gen Tsp no se muta mediante la insercion de una secuencia de ADN foranea, tal
como un marcador de resistencia a antibioticos, en la secuencia codificante del gen. En esta realizacion, el gen Tsp
puede comprender una mutacion en el codén de inicio del gen y/o uno o mas codones de parada situados aguas
abajo del coddn de inicio del gen y aguas arriba del codén de parada del gen evitando asi la expresion de la proteina
Tsp. La mutacién del codén de inicio puede ser una mutacion de cambio de sentido de uno, dos o los tres
nucledtidos del codén de inicio. De forma alternativa o adicional, el codén de inicio se puede mutar por una mutaciéon
de desplazamiento de marco de insercion o de supresion. El gen Tsp comprende dos codones ATG en el extremo 5'
de la secuencia codificante, uno o ambos codones ATG se pueden mutar mediante una mutacion sin sentido. El gen
Tsp se puede mutar en el segundo codén ATG (coddn 3) a TCG. El gen Tsp puede comprender alternativamente o
adicionalmente uno o mas codones de parada situados aguas abajo del codon de inicio del gen y aguas arriba del
codon de parada del gen. Preferiblemente, el gen Tsp mutado desactivado comprende tanto una mutacion de
cambio de sentido en el codén de inicio como uno o mas codones de parada insertados. En una realizacion
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preferida, el gen Tsp se muta para eliminar "T" del quinto coddn, lo que provoca un desplazamiento de marco que da
como resultado codones de parada en los codones 11y 16. En una realizacion preferida, el gen Tsp se muta para
insertar un sitio de restriccion Ase | para crear un tercer codén de parada en marco en el codén 21.

En una realizacion preferida, el gen Tsp mutado desactivado tiene la secuencia de ADN de SEQ ID NO: 3, que
incluye los 6 nucledtidos ATGAAT aguas arriba del coddn de inicio. En una realizacion, el gen Tsp mutado tiene la
secuencia de ADN de los nucleétidos 7 a 2048 de SEQ ID NO: 3.

En la presente invencion, las células también portan uno o mas genes capaces de expresar 0 expresar en exceso
una o mas proteinas capaces de facilitar el plegamiento de proteinas. Los ejemplos incluyen proteinas tales como
FkpA, Skp, SurA, PPiA y PPID.

En una realizacion, la proteina para facilitar el plegamiento de proteinas es FkpA, Skp o una combinacion de las
mismas.

En una realizacion, la proteina para facilitar el plegamiento de proteinas se selecciona entre FkpA o una
combinacion de FkpA y Skp.

FkpA es una peptidil-prolil-cis-trans isomerasa con el nimero Swiss-Prot P45523.
Skp es una proteina chaperona con el nimero Swiss-Prot POAEU7.

La proteina para facilitar el plegamiento de proteinas puede estar codificada por un gen en el genoma de las células
o transfectarse de forma transitoria alli, por ejemplo, en un plasmido o una combinacién de los mismos, segun
corresponda.

La célula bacteriana gram negativa recombinante de la invencidon no comprende un polinucleétido recombinante que
codifica DsbC.

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

En esta realizacion, el genoma de la célula es isogénico con respecto a una célula bacteriana de tipo salvaje,
excepto por las mutaciones anteriores.

Como se emplea en la presente memoria, "DegP" significa un gen que codifica la proteina DegP (también conocida
como HtrA), que tiene una doble funcién como chaperona y proteasa (Families of serine peptidases; Rawlings ND,
Barrett AJ. Methods Enzymol. 1994;244:19-61). La secuencia del gen DegP no mutado se muestra en SEQ ID NO: 7
y la secuencia de la proteina DegP no mutada se muestra en SEQ ID NO: 8.

A bajas temperaturas, DegP funciona como una chaperona y a altas temperaturas DegP tiene una preferencia por
funcionar como una proteasa (A Temperature-Dependent Switch from Chaperone to Protease in a Widely Conserved
Heat Shock Protein. Cell, Volumen 97, Tema 3, Paginas 339 - 347. Spiess C, Beil A, Ehrmann M) y The proteolytic
activity of the HtrA (DegP) protein from Escherichia coli at low temperatures, Skorko-Glonek J et al Microbiology
2008, 154, 3649-3658).

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

La expresion "que tiene actividad chaperona” en el contexto de la presente invencion significa que la proteina DegP
mutada tiene la misma o sustancialmente la misma actividad chaperona en comparacion con la proteina DegP no
mutada de tipo salvaje. Preferiblemente, el gen DegP mutado codifica una proteina DegP que tiene 50% o mas, 60%
0 mas, 70% o mas, 80% o mas, 90% o mas o 95% o mas de la actividad chaperona de una proteina DegP no
mutada de tipo salvaje. Mas preferiblemente, el gen DegP mutado codifica una proteina DegP que tiene la misma
actividad chaperona en comparacion con la DegP de tipo salvaje.

La expresion "que tiene actividad de proteasa reducida" en el contexto de la presente invencion significa que la
proteina DegP mutada no tiene la actividad proteasa completa en comparacion con la proteina DegP no mutada de
tipo salvaje. Preferiblemente, el gen DegP mutado codifica una proteina DegP que tiene 50% o menos, 40% o
menos, 30% o menos, 20% o menos, 10% o menos o 5% o menos de la actividad proteasa de una proteina DegP no
mutada de tipo salvaje. Mas preferiblemente, el gen DegP mutado codifica una proteina DegP que no tiene actividad
proteasa. La célula no es deficiente en DegP cromosomico, es decir, las secuencias del gen DegP no se han
suprimido ni mutado para evitar la expresion de cualquier forma de proteina DegP.

Se puede introducir cualquier mutacion adecuada en el gen DegP para producir una proteina que tenga actividad
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chaperona y actividad proteasa reducida. La actividad proteasa y chaperona de una proteina DegP expresada a
partir de una bacteria gram negativa puede ser sometida a prueba facilmente por un experto en la técnica mediante
cualquier método adecuado, tal como el método descrito por Spiess et al., en donde las actividades proteasa y
chaperona de DegP se sometieron a prueba en MalS, un sustrato natural de DegP (A Temperature-Dependent
Switch from Chaperone to Protease in a Widely Conserved Heat Shock Protein. Cell, Volumen 97, Tema 3, Paginas
339 - 347. Spiess C, Beil A, Ehrmann M) y también el método descrito en The proteolytic activity of the HtrA (DegP)
protein from Escherichia coli at low temperatures, Skorko-Glonek J et al Microbiology 2008, 154, 3649-3658.

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

Por consiguiente, el gen DegP mutado puede comprender: una mutaciéon en His105; o una mutacién en Asp135; o
una mutacién en Ser210; o una mutacion en His105 y Asp135; o una mutacion en His105 y Ser210; o una mutacion
en Asp135 y Ser210; o una mutacién en His105, Asp135 y Ser210.

Uno, dos o tres de His105, Asp135 y Ser210 se pueden mutar a cualquier aminoacido adecuado que dé como
resultado una proteina que tenga actividad chaperona y actividad proteasa reducida. Por ejemplo, uno, dos o tres de
His105, Asp135 y Ser210 se puede mutar a un pequefio aminoacido tal como Gly o Ala. Otra mutacion adecuada es
cambiar uno, dos o tres de His105, Asp135 y Ser210 a un aminoacido con propiedades opuestas, tal como Asp135
que se muta a Lys o Arg, siendo mutado His105 polar a un aminoacido no polar, tal como Gly, Ala, Val o Leu y
siendo mutado Ser210 hidréfilo pequefio, a un residuo grande o hidréfobo, tal como Val, Leu, Phe o Tyr.
Preferiblemente, el gen DegP comprende la mutacién puntual S210A, como se muestra en la Figura 11c, que se ha
encontrado que produce una proteina que tiene actividad chaperona pero no actividad proteasa (Un cambio
dependiente de la temperatura de chaperona a proteasa en una proteina de choque térmico muy conservada. Cell,
Volumen 97, Tema 3, Paginas 339 - 347. Spiess C, Beil A, Ehrmann M).

DegP tiene dos dominios PDZ, PDZ1 (residuos 260-358) y PDZ2 (residuos 359-448), que median la interaccion
proteina-proteina (A Temperature-Dependent Switch from Chaperone to Protease in a Widely Conserved Heat
Shock Protein. Cell, Volumen 97, Tema 3, Paginas 339 - 347. Spiess C, Beil A, Ehrmann M). En una realizacion de
la presente invencion, el gen degP se muta para suprimir el dominio PDZ1 y/o el dominio PDZ2. La delecion de
PDZ1 y PDZ2 da como resultado una pérdida completa de la actividad proteasa de la proteina DegP y una actividad
chaperona reducida en comparacion con la proteina DegP de tipo salvaje, mientras que la eliminacion de PDZ1 o
PDZ2 da como resultado una actividad proteasa de 5% y una actividad chaperona similar en comparacién con la
proteina DegP (A Temperature-Dependent Switch from Chaperone to Protease in a Widely Conserved Heat Shock
Protein. Cell, Volumen 97, Tema 3, Paginas 339 - 347. Spiess C, Beil A, Ehrmann M).

El gen DegP mutado también puede comprender un sitio de restriccion silencioso de origen no natural, tal como Ase
| para ayudar a la identificacion y a los métodos de escrutinio, por ejemplo, como se muestra en la Figura 7C.

La secuencia preferida del gen DegP mutado que comprende la mutacion puntual S210A y un sitio marcador de
restriccion Ase | se proporciona en SEQ ID NO: 9 y la secuencia de la proteina codificada se muestra en SEQ ID
NO: 10.

En las realizaciones de la presente invencion en las que la célula comprende un gen DegP mutado que codifica una
proteina DegP que tiene actividad chaperona y actividad proteasa reducida, una o mas de las células
proporcionadas por la presente invencién pueden proporcionar un rendimiento mejorado de proteinas plegadas
correctamente a partir de la célula con respecto a células mutadas en donde el gen DegP ha sido mutado a DegP
desactivado evitando la expresion de DegP, tal como DegP deficiente cromosémica. En una célula que comprende
un gen DegP mutado desactivado que previene la expresion de DegP, la actividad chaperona de DegP se pierde
completamente mientras que en la célula de acuerdo con la presente invencion la actividad chaperona de DegP se
conserva mientras se pierde la actividad proteasa completa. En estas realizaciones, una o mas células de acuerdo
con la presente invencion tienen una actividad proteasa inferior para prevenir la proteolisis de la proteina mientras se
mantiene la actividad chaperona para permitir el correcto plegamiento y transporte de la proteina en la célula
anfitriona.

En estas realizaciones, una o mas células segun la presente invencion pueden tener un crecimiento celular mejorado
en comparacion con las células que portan un gen DegP desactivado mutado que previene la expresion de DegP.
Sin desear estar limitado por la teoria, se puede mostrar crecimiento celular mejorado debido a que la proteasa
DegP retiene la actividad chaperona, lo que puede aumentar la capacidad de la célula para procesar todas las
proteinas que requieren actividad chaperona. Por consiguiente, la produccion de proteinas correctamente plegadas
necesarias para el crecimiento y la reproduccion de la célula pueden aumentar en una o mas de las células de la
presente invencién en comparacion con las células que tienen una mutacion desactivada de DegP, mejorando asi
las vias celulares que regulan el crecimiento. Adicionalmente, las cepas conocidas con deficiencia de proteasa DegP
son generalmente sensibles a la temperatura y no crecen tipicamente a temperaturas superiores a aproximadamente
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28°C. Sin embargo, las células de acuerdo con la presente invencién no son sensibles a la temperatura y pueden
crecer a temperaturas de 28°C o mas, incluyendo temperaturas de aproximadamente 30°C a aproximadamente
37°C, que se utilizan tipicamente para la produccién a escala industrial de proteinas a partir de bacterias.

En una realizacion de la presente invencion, la célula porta un gen ptr mutado. Como se emplea en la presente
memoria, "gen ptr" significa un gen que codifica la Proteasa lll, una proteasa que degrada proteinas de alto peso
molecular. La secuencia del gen ptr no mutado se muestra en SEQ ID NO: 4 y la secuencia de la proteina Proteasa
IIl no mutada se muestra en SEQ ID NO: 5.

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

La expresion "gen ptr mutado que codifica una proteina Proteasa Ill que tiene actividad proteasa reducida" en el
contexto de la presente invencion significa que el gen ptr mutado no tiene la actividad proteasa completa en
comparacion con el gen ptr no mutado de tipo salvaje.

Preferiblemente, el gen ptr mutado codifica una Proteasa Ill que tiene 50% o menos, 40% o menos, 30% o menos,
20% o menos, 10% o menos o 5% o menos de la actividad proteasa de una proteina Proteasa Il no mutada de tipo
salvaje. Mas preferiblemente, el gen ptr mutado codifica una proteina Proteasa lll que no tiene actividad proteasa.
En esta realizacion, la célula no es deficiente en ptr cromosdémica, es decir, la secuencia del gen ptr no se ha
suprimido ni mutado para evitar la expresion de cualquier forma de proteina Proteasa lll.

Se puede introducir cualquier mutacion adecuada en el gen ptr para producir una proteina Proteasa Il que tenga
actividad proteasa reducida. La actividad proteasa de una proteina Proteasa Ill expresada a partir de una bacteria
gram negativa puede ser probada facilmente por un experto en la técnica por medio de cualquier método adecuado
en la técnica.

La expresion "gen ptr mutado desactivado” en el contexto de la presente invencion significa que el gen comprende
una o mas mutaciones, no causando de ese modo expresion de la proteina codificada por el gen para proporcionar
una célula deficiente en la proteina codificada por el gen mutado desactivado. El gen desactivado se puede
transcribir parcial o completamente, pero no se traduce a la proteina codificada. El gen ptr mutado desactivado
puede ser mutado de cualquier manera adecuada, por ejemplo, mediante una o mas mutaciones de delecion,
insercion, puntuales, de cambio de sentido, sin sentido y por desplazamiento de marco, para causar la no expresion
de la proteina. Por ejemplo, el gen puede desactivar mediante la insercion de una secuencia de ADN foranea, tal
como un marcador de resistencia a antibiéticos, en la secuencia codificante del gen.

En una realizacion preferida, el gen no se muta mediante la insercion de una secuencia de ADN foranea, tal como un
marcador de resistencia a antibioticos, en la secuencia codificante del gen. Preferiblemente, el gen de la Proteasa IlI
comprende una mutacién en el codon de inicio y/o uno o mas codones de parada del gen situados aguas abajo del
codon de inicio del gen y aguas arriba del codon de parada del gen, evitando asi la expresion de la proteina
Proteasa lll.

Una mutacion en el codén de inicio del gen desactivado diana provoca la pérdida de la funcion del coddn de inicio y,
por lo tanto, garantiza que el gen diana no comprenda un codon de inicio adecuado al comienzo de la secuencia
codificante. La mutacion del codén de inicio puede ser una mutacion de cambio de sentido de uno, dos o los tres
nucledtidos del codén de inicio. De forma alternativa o adicional, el codén de inicio se puede mutar mediante una
mutacion de desplazamiento de marco de insercién o de delecion.

En una realizacion preferida, el gen ptr se muta para cambiar el codén de inicio ATG a ATT.

El gen ptr mutado desactivado puede comprender alternativamente o adicionalmente uno o mas codones de parada
situados aguas abajo del codén de inicio del gen y aguas arriba del codén de parada del gen. Preferiblemente, el
gen ptr mutado desactivado comprende tanto una mutacién de cambio de sentido en el coddn de inicio como uno o
mas codones de parada insertados.

Los uno o mas codones de parada insertados son preferiblemente codones de parada en marco. Sin embargo, los
uno o mas codones de parada insertados pueden ser alternativamente o adicionalmente codones de parada fuera de
marco. Es posible que se requieran uno o mas codones de parada fuera de marco para detener la traduccién cuando
un codoén de inicio fuera de marco se cambia por un codén de inicio en marco mediante una mutaciéon de
desplazamiento de marco de insercion o de delecién. Los uno o mas codones de parada se pueden introducir
mediante cualquier mutacién adecuada incluyendo una mutacidon puntual sin sentido y una mutacién de
desplazamiento de marco. Los uno o mas codones de parada se introducen preferiblemente mediante una mutacion
de desplazamiento de marco y/o una mutacion de insercion, preferiblemente mediante la sustitucion de un segmento
de la secuencia del gen por una secuencia que comprende un codén de parada. Por ejemplo se puede insertar un
sitio de restriccion Ase I, que comprende el codén de parada TAA.

En una realizacion preferida, el gen ptr se muta para insertar un codén de parada en marco mediante la insercion de
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un sitio de restriccion Ase |, como se muestra en la Figura 7A. En una realizacién preferida, el gen ptr mutado
desactivado tiene la secuencia de ADN de SEQ ID NO: 6.

Las mutaciones desactivadas descritas anteriormente son ventajosas porque causan una interrupcion minima o nula
en el ADN cromosémico aguas arriba o aguas abajo del sitio del gen desactivado diana y no requieren la insercién y
retencion de ADN foraneo, tales como marcadores de resistencia a antibidticos, que pueden afectar a la idoneidad
de la célula para expresar una proteina de interés, particularmente proteinas terapéuticas. Por consiguiente, una o
mas de las células de acuerdo con la presente invencién pueden exhibir caracteristicas de crecimiento y/o expresion
de proteinas mejoradas en comparacion con las células en las que el gen de la proteasa se ha desactivado mediante
insercion de ADN foraneo en la secuencia codificante del gen.

En una realizacion, las células segun la presente invencion portan un gen OmpT mutado. Como se emplea en la
presente memoria, "gen OmpT" significa un gen que codifica la proteasa OmpT (proteasa T de la membrana
externa) que es una proteasa de la membrana externa. La secuencia del gen OmpT no mutado de tipo salvaje es
SWISS-PROT P09169.

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

La expresion "gen OmpT mutado que codifica una proteina OmpT que tiene actividad proteasa reducida" en el
contexto de la presente invencion significa que el gen OmpT mutado no tiene la actividad proteasa completa en
comparacion con el gen OmpT no mutado de tipo salvaje. El gen OmpT mutado puede codificar una proteina OmpT
que tenga 50% o menos, 40% o menos, 30% o menos, 20% o menos, 10% o menos o0 5% o menos de la actividad
de proteasa de una proteina OmpT no mutada de tipo salvaje. El gen OmpT mutado puede codificar una proteina
OmpT que no tiene actividad proteasa. En esta realizacion, la célula no es deficiente en OmpT cromosoémico, es
decir, la secuencia del gen OmpT no se ha suprimido ni mutado para evitar la expresion de cualquier forma de
proteina OmpT.

Se puede introducir cualquier mutacion adecuada en el gen OmpT para producir una proteina que tenga actividad
proteasa reducida. La actividad de proteasa de una proteina OmpT expresada a partir de una bacteria gram negativa
puede ser sometida a prueba facilmente por un experto en la técnica mediante cualquier método adecuado en la
técnica, tal como el método descrito por Kramer et al. (Identification of essential acidic residues of outer membrane
protease OmpT supports a novel active site, FEBS Letters 505 (2001) 426-430) y Dekker et al (Substrate Specitificity
of the Integral Membrane Protease OmpT Determined by Spatially Addressed Peptide Libraries, Biochemistry 2001,
40, 1694-1701).

OmpT ha sido referida por Kramer et al. (Identification of active site serine and histidine residues in Escherichia coli
outer membrane protease OmpT FEBS Letters 2000 468, 220-224) que describe que la sustitucion de serinas,
histidinas y residuos acidos por alaninas da como resultado una actividad reducida ~10 veces para Glu27, Asp97,
Asp208 o His101, actividad reducida ~500 veces para Ser99 y actividad reducida de ~10000 para Asp83, Asp85,
Asp210 o His212. Vandeputte-Rutten et al (Crystal Structure of the Outer Membrane Protease OmpT from
Escherichia coli suggests a novel catalytic site, The EMBO Journal 2001, Vol 20 Num 18 5033-5039) por tener un
sitio activo que comprende un par Asp83-Asp85 y un par His212-Asp210. Adicionalmente Kramer et al
(Lipopolysaccharide regions involved in the activation of Escherichia coli outer membrane protease OmpT, Eur. J.
Biochem. FEBS 2002, 269, 1746-1752) describe que las mutaciones D208A, D210A, H212A, H212N, H212Q,
G216K/K217G, K217T y R218L en el bucle L4 dan como resultado una pérdida parcial o practicamente completa de
la actividad enzimatica.

Por consiguiente, la mutacion OmpT para producir una proteina que tiene actividad proteasa reducida puede
comprender una mutaciéon, como una mutaciéon de cambio de sentido en uno o mas de los residuos E27, D43, D83,
D85, D97, S99, H101 E111, E136, E193, D206, D208, D210, H212 G216, K217, R218 y E250.

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

La expresion "gen OmpT mutado desactivado" en el contexto de la presente invencion significa que el gen
comprende una o mas mutaciones que no causan expresion de la proteina codificada por el gen para proporcionar
una célula deficiente en la proteina codificada por el gen mutado desactivado. El gen desactivado se puede
transcribir parcial o completamente, pero no se traduce a la proteina codificada. EI gen OmpT mutado desactivado
se puede mutar de cualquier manera adecuada, por ejemplo, mediante una o mas mutaciones por delecion,
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insercion, puntuales, de cambio de sentido, sin sentido y de desplazamiento de marco, para causar la no expresion
de la proteina. Por ejemplo, el gen se puede desactivar mediante la insercion de una secuencia de ADN foranea, tal
como un marcador de resistencia a antibiéticos, en la secuencia codificante del gen.

En una realizacion, el gen OmpT comprende una mutacion en el codén de inicio y/o uno o mas codones de parada
del gen situados aguas abajo del codén de inicio del gen y aguas arriba del codon de parada del gen, evitando asi la
expresion de la proteina OmpT. La mutacién del codén de inicio puede ser una mutacién de cambio de sentido de
uno, dos o los tres nucleétidos del coddn de inicio. Una secuencia de OmpT desactivada mutada adecuada se
muestra en SEQ ID NO: 24. Alternativamente, o adicionalmente, el codén de inicio se puede mutar mediante una
mutacion de desplazamiento de marco de insercién o de delecion.

En una realizacion, la célula bacteriana gram negativa segun la presente invencién no porta un gen ompT mutado
desactivado, por ejemplo que es deficiente en ompT cromosomico.

En una realizacion, la célula bacteriana gram negativa seguin la presente invencion no porta un gen degP mutado
desactivado, por ejemplo que es deficiente en degP cromosémica. En una realizacion, la célula bacteriana gram
negativa segun la presente invencion no porta un gen degP mutado.

En una realizacion, la célula bacteriana gram negativa segun la presente invencién no porta un gen ptr mutado
desactivado, por ejemplo que es deficiente en ptr cromosémico.

Muchas mutaciones realizadas mediante ingenieria genética, incluyendo las mutaciones desactivadas, implican el
uso de marcadores de resistencia a antibiéticos que permiten la seleccién e identificacion de células mutadas
satisfactoriamente. Sin embargo, como se mencioné anteriormente, existen varios inconvenientes en el uso de
marcadores de resistencia a antibioticos.

En una realizaciéon adicional de la presente invencién, la célula no comprende un marcador de resistencia a
antibioticos y supera las desventajas anteriores de utilizar marcadores de resistencia a antibioticos en donde el gen
Tsp mutado, el gen spr mutado y opcionalmente el gen DegP mutado y/o un gen ptr mutado y/o un gen OmpT
mutado, se mutan para que comprendan uno o mas sitios para marcadores de restriccion. Los sitios de restriccion
estan modificados genéticamente en el gen y son de origen no natural. Los sitios para marcadores de restriccion son
ventajosos porque permiten el escrutinio y la identificacion de células correctamente modificadas que comprenden
las mutaciones cromosémicas requeridas. Las células que se han modificado para que porten uno o mas de los
genes de proteasa mutados se pueden analizar mediante PCR de ADN gendmico de productos lisados celulares
utilizando pares de oligonucledtidos disefiados para amplificar una region del ADN genémico que comprende un sitio
para un marcador de restriccion de origen no natural. El ADN amplificado se puede analizar a continuacién mediante
electroforesis en gel de agarosa antes y después de la incubacién con una enzima de restriccion adecuada capaz de
digerir el ADN en el sitio para el marcador de restriccion de origen no natural. La presencia de fragmentos de ADN
después de la incubacién con la enzima de restriccion confirma que las células se han modificado con éxito para que
porten los uno o mas genes mutados.

En la realizacion en donde la célula porta un gen ptr mutado desactivado que tiene la secuencia de ADN de SEQ ID
NO: 6, las secuencias de cebadores oligonucleotidicos mostradas en SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18 se pueden
utilizar para amplificar la region del ADN que comprende el sitio de restriccion Ase | de origen no natural del ADN
gendmico de células transformadas. EI ADN genémico amplificado se puede incubar a continuaciéon con la enzima
de restriccion Ase | y analizar mediante electroforesis en gel para confirmar la presencia del gen ptr mutado en el
ADN gendémico.

En la realizacion en donde la célula comprende un gen Tsp mutado desactivado que tiene la secuencia de ADN de
SEQ ID NO: 3 o los nucledtidos 7 a 2048 de SEQ ID NO: 3, las secuencias del cebador oligonucleotidico mostradas
en SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16 se puede utilizar para amplificar la region del ADN que comprende el sitio de
restriccion Ase | de origen no natural del ADN gendmico de las células transformadas. EI ADN genémico amplificado
se puede incubar a continuacion con la enzima de restriccion Ase | y analizar mediante electroforesis en gel para
confirmar la presencia del gen Tsp mutado en el ADN gendmico.

En la realizacion en donde la célula comprende un gen DegP mutado que tiene la secuencia de ADN de SEQ ID NO:
9, las secuencias de cebadores oligonucleotidicos mostradas en SEQ ID NO: 19y SEQ ID NO: 20 se pueden utilizar
para amplificar la region del ADN que comprende el sitio de restriccion Ase | de origen no natural del ADN gendmico
de las células transformadas. EI ADN gendmico amplificado se puede incubar a continuaciéon con la enzima de
restriccion Ase | y analizar mediante electroforesis en gel para confirmar la presencia del gen DegP mutado en el
ADN gendémico.

Los uno o mas sitios de restriccion se pueden introducir mediante cualquier mutacion adecuada, incluyendo una o
mas mutaciones por delecion, insercién, puntuales, de cambio de sentido, sin sentido y de desplazamiento de
marco. Se puede introducir un sitio de restriccion mediante la mutacion del codén de inicio y/o la mutacion para
introducir los uno o mas codones de parada, como se describié anteriormente. Esta realizacion es ventajosa puesto
que el sitio para el marcador de restriccion es un marcador directo y Unico de las mutaciones desactivadas
introducidas.
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Se puede insertar un sitio para un marcador de restriccién que comprende un codén de parada en marco, tal como
un sitio de restriccion Ase I. Esto es particularmente ventajoso puesto que el sitio de restriccion insertado sirve como
un sitio para un marcador de restriccion y un coddén de parada para prevenir la transcripcion completa de la
secuencia codificante del gen. Por ejemplo, en la realizacidon en donde se introduce un codén de parada en el gen ptr
mediante la introduccion de un sitio Ase /, esto también crea un sitio de restriccion, como se muestra en la Figura 7A.
Por ejemplo, en la realizacién en donde se introduce un codon de parada en el gen Tsp en el codén 21 mediante la
introduccion de un sitio Ase /, esto también crea un sitio de restriccion, como se muestra en la Figura 7B.

Se puede insertar un sitio para un marcador de restriccion mediante la mutacion en el codén de inicio v,
opcionalmente, una o mas mutaciones puntuales adicionales. En esta realizacién, el sitio para el marcador de
restriccion es preferiblemente un sitio de restriccion EcoR I. Esto es particularmente ventajoso puesto que la
mutacion al codon de inicio también crea un sitio para un marcador de restriccion. Por ejemplo, en la realizacion en
donde el codon de inicio del gen ptr se cambia a ATT, esto crea un sitio para el marcador EcoR I, como se muestra
en la Figura 11a. Por ejemplo, en la realizaciéon en donde el codén de inicio (codon 3) del gen Tsp se cambia de ATG
a TCG, como se muestra en la Figura 1b, una mutacién puntual adicional del codén 2 de AAC a AAT y la mutacion
del coddn 3 ATG a TCG crea un sitio para el marcador de restriccion EcoR I, como se muestra en la Figura 7B.

En la realizacién de la presente invencion en donde la célula porta un gen OmpT mutado, los uno o mas sitios de
restriccion se pueden introducir mediante cualquier mutacién adecuada incluyendo mediante una o mas mutaciones
por delecion, insercion, puntuales, de cambio de sentido, sin sentido y por desplazamiento de marco. Por ejemplo,
en la realizaciéon en donde el gen OmpT comprende las mutaciones D210A y H212A, estas mutaciones introducen el
sitio de restriccion Hindlll silencioso que se puede utilizar como un marcador de seleccion.

En el gen DegP o el gen spr, se puede introducir un sitio de restriccion para el marcador utilizando cambios de codon
silenciosos. Por ejemplo, se puede utilizar un sitio Ase / como sitio para marcador de restriccion silencioso, en donde
el codon de parada de TAA esta fuera del marco, como se muestra en la Figura 7C para el gen DegP mutado.

En las realizaciones de la presente invencion, en donde el gen ptr y/o el gen Tsp se mutan para codificar una
Proteasa lll o Tsp que tiene actividad proteasa reducida, se pueden introducir uno o mas sitios para marcadores de
restriccion utilizando cambios de coddn silenciosos.

La célula bacteriana gram negativa recombinante de acuerdo con la presente invencion se puede producir por
cualquier medio adecuado. El experto en la técnica conoce mecanismos adecuados que se pueden utilizar para
reemplazar una secuencia de un gen cromosémico por una secuencia de un gen mutado. Se pueden emplear
vectores adecuados que permitan la integracion en el cromosoma anfitrion mediante recombinacién homéloga.

Los métodos de sustitucion de genes adecuados son descritos, por ejemplo, por Hamilton C. M. et al., (New Method
for Generating Deletions and Gene Replacements in Escherichia coli, Hamilton C. M. et al., Journal of Bacteriology
sept. 1989, Vol. 171, Num. 9 pag. 4617-4622), Skorupski et al (Positive selection vectors for allelic exchange,
Skorupski Ky Taylor R. K., Gene, 1996, 169, 47-52), Kiel et al (A general method for the construction of Escherichia
coli mutants by homologous recombination and plasmid segregation, Kiel J. A.K.W. et al, Mol Gen Genet 1987,
207:294-301), Blomfield et al (Allelic exchange in Escherichia coli using the Bacillus subtilis sacB gene and a
temperature sensitive pSC101 replicon, Blomfield I. C. et al., Molecular Microbiology 1991, 5(6), 1447-1457) y Ried et
al. (An nptl-sacB-sacR cartridge for constructing directed, unmarked mutations in Gram-negative bacteria by marker
exchange-eviction mutagenesis, Ried J. L. y Colimer A., Gene 57 (1987) 239-246). A suitable plasmid which enables
homologous recombination/replacement is the pKO3 plasmid (Link et al., 1997, Journal of Bacteriology, 179, 6228-
6237).

Las cepas mutadas satisfactoriamente se pueden identificar utilizando métodos bien conocidos en la técnica,
incluyendo la secuenciacion de ADN de PCR de colonias y el mapeo de enzimas de restriccion de PCR de colonias.

En la realizacion en donde la célula comprende dos o mas genes cromosémicos mutados, los genes mutados
pueden introducirse en la bacteria gram negativa en el mismo vector o en diferentes vectores.

En una realizacion, la célula bacteriana gram negativa segun la presente invencién no porta un gen ompT mutado
desactivado, por ejemplo que es deficiente en ompT cromosomico.

En una realizacién, las células de acuerdo con la presente descripcién solo contienen las tres mutaciones de
caracterizacion de spr mutado, Tsp reducido y expresan FkpA, Skp o una combinacion de FkpA y Skp.

En una realizacion, la linea celular segun la presente descripcion consiste en un gen Tsp mutado y un gen spr
mutado, y un gen FkpA.

En una realizacion, la linea celular segun la presente descripcion consiste en un gen Tsp mutado y un gen spr
mutado, y un gen Skp.

En una realizacion, la linea celular segun la presente descripcion consiste en un gen Tsp mutado y un gen spr
mutado, un gen FkpA y un gen Skp.
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En una realizacion, el gen o los genes capaces de expresar 0 expresar en exceso una o mas proteinas capaces de
facilitar el plegamiento de proteinas, tales como FkpA y Skp, se transforman transitoriamente en la célula, por
ejemplo, en un vector de expresidon que comprende opcionalmente una secuencia de polinucleétido que codifica un
anticuerpo o fragmento de unién del mismo.

En una realizacion, la secuencia de polinucleétido que codifica el anticuerpo y el polinucleétido que codifica FkpA y/o
Skp se insertan en vectores de expresion separados.

Para la produccién de productos que comprenden tanto cadenas pesadas como ligeras, la linea celular puede
transformarse con dos vectores, un primer vector que codifica un polipéptido de cadena ligera y un segundo vector
que codifica un polipéptido de cadena pesada. Alternativamente, se puede utilizar un solo vector, incluyendo el
vector secuencias que codifican polipéptidos de cadena ligera y cadena pesada.

Alternativamente, la secuencia de polinucledtido que codifica el anticuerpo y el polinucleétido que codifica FkpA y/o
Skp se insertan en un vector. Preferiblemente, el vector comprende las secuencias que codifican los polipéptidos de
cadena ligera y pesada del anticuerpo.

La presente invencién también proporciona un vector de expresién que comprende un polinucleétido recombinante
que codifica FkpA y/o Skp y un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo especifico para FcRn
humano. El vector de expresiéon es un vector multicistronico que comprende la secuencia de polinucleétidos que
codifica FkpA y/o Skp y la secuencia de polinucledtidos que codifica el anticuerpo.

El vector multicistronico se puede producir mediante un método de clonaciéon ventajoso que permite la clonacion
secuencial repetida de secuencias de polinucleétidos en un vector. El método utiliza extremos cohesivos compatibles
de un par de sitios de restriccion, tales como los extremos "AT" de los sitios de restriccion Ase /'y Nde I. Una
secuencia de polinucledtidos que comprende una secuencia codificante y que tiene extremos cohesivos compatibles,
tal como un fragmento Asel-Ndel, se puede clonar en un sitio de restriccion en el vector, tal como Nde /. La insercion
de la secuencia de polinucleétidos destruye el sitio de restriccion 5' pero crea un nuevo sitio de restriccion 3', tal
como Ndel, que a continuacion se puede utilizar para insertar una secuencia de polinucleétidos adicional que
comprende extremos cohesivos compatibles. Después se puede repetir el procedimiento para insertar secuencias
adicionales. Cada secuencia de polinucleétido insertada en el vector comprende una secuencia no codificante 3' con
respecto al codén de parada que puede comprender un sitio Ssp | para su escrutinio, una secuencia de unién a
ribosoma de Shine Dalgarno, un espaciador rico en A y un sitio Ndel que codifica un codén de inicio.

En la Figura 7d se muestra una representacion esquematica de la creacion de un vector que comprende una
secuencia polinucleotidica que codifica una cadena ligera de un anticuerpo (LC), una cadena pesada de un
anticuerpo (HC), una secuencia polinucleotidica FkpA y una secuencia polinucleotidica adicional.

La célula de acuerdo con la presente invencion comprende preferiblemente un vector de expresion como se define
anteriormente.

Adicionalmente, en la presente memoria se describe un ejemplo en el que la célula también expresa una o mas
proteinas adicionales como sigue: una o mas proteinas capaces de facilitar el plegamiento de proteinas, tales como,
skp, SurA, PPiA y PPID; y opcionalmente una o mas proteinas capaces de facilitar la secrecion o translocacion de
proteinas, tales como SecY, SecE, SecG, SecYEG, SecA, SecB, FtsY y Lep; las una o mas proteinas adicionales se
pueden expresar a partir de uno o mas polinucleétidos insertados en el mismo vector que el polinucleétido que
codifica FkpA y/o la secuencia de polinucledtido que codifica el anticuerpo. Alternativamente, los uno o mas
polinucleétidos se pueden insertar en vectores separados.

El vector de expresiéon se puede producir insertando uno o mas casetes de expresién como se definié anteriormente
en un vector adecuado. Alternativamente, las secuencias de expresion reguladoras para dirigir la expresion de la
secuencia polinucleotidica pueden estar contenidas en el vector de expresion y, por lo tanto, se puede requerirse
solamente la regién codificante del polinucleétido para completar el vector de expresion.

El polinucledtido que codifica FkpA y/o Skp y/o el polinucledtido que codifica el anticuerpo se insertan
adecuadamente en un vector replicable, tipicamente un vector de expresién de replicaciéon auténoma, para la
expresion en la célula bajo el control de un promotor adecuado para la célula. Se conocen muchos vectores en la
técnica para este proposito y la seleccion del vector apropiado puede depender del tamario del acido nucleico y
particularmente del tipo de célula.

Los ejemplos de vectores de expresion que se pueden emplear para transformar la célula anfitriona con un
polinucleétido de acuerdo con la invencion incluyen:

. un plasmido, tal como pBR322 o0 pACYC184, y/o
. un vector viral tal como el fago bacteriano
° un elemento genético transponible tal como un transposon
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Tales vectores de expresion generalmente comprenden un origen plasmidico de la replicacion del ADN, un marcador
seleccionable para antibidticos, un promotor y un terminador transcripcional separados por un sitio de clonacion
multiple (casete de expresion) y una secuencia de ADN que codifica un sitio de unién al ribosoma.

Los promotores empleados en la presente invencion se pueden conectar al polinucleétido relevante de forma directa
o alternativamente, se pueden ubicarse en una posicion apropiada, por ejemplo en un vector, de manera que cuando
se inserte el polipéptido relevante, el promotor relevante pueda actuar sobre el mismo. En una realizacion, el
promotor esta situado antes de la porcion codificante del polinucleétido sobre el que actua, por ejemplo, un promotor
relevante antes de cada porcién codificante de polinucleétido. Se pretende que "antes", como se emplea en la
presente memoria, implique que el promotor esta ubicado en el extremo 5 prima con respecto a la porciéon de
polinucleétido codificante.

Los promotores pueden ser enddgenos o exdgenos con respecto a las células anfitrionas. Los promotores
adecuados incluyen lac, tac, trp, phoA, Ipp, Arab, tety T7.

Uno o mas promotores empleados pueden ser promotores inducibles. En la realizacién en donde el polinucleétido
que codifica FkpA y/o Skp y el polinucledtido que codifica el anticuerpo se insertan en un vector, las secuencias de
nucledtidos que codifican FkpA y el anticuerpo pueden estar bajo el control de un Unico promotor o promotores
separados. En la realizacion en donde las secuencias de nucleétidos que codifican FkpA y/o Skp y el anticuerpo
estan bajo el control de promotores separados, los promotores pueden ser promotores independientemente
inducibles.

Los promotores para su uso en sistemas bacterianos también contienen generalmente una secuencia de Shine-
Dalgamo (S.D.) conectada operativamente al ADN que codifica el polipéptido de interés. El promotor se puede
eliminar del ADN de la fuente bacteriana mediante digestion con enzimas de restriccion e insertar en el vector que
contiene el ADN deseado.

El vector de expresion también comprende preferiblemente un mensaje dicistrénico para producir el anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo como se describe en los documentos W003/048208 o W0O2007/039714
(cuyos contenidos se incorporan en la presente memoria como referencia). Preferiblemente, el cistrén aguas arriba
contiene el ADN que codifica la cadena ligera del anticuerpo y el cistron aguas abajo contiene el ADN que codifica la
cadena pesada correspondiente, y la secuencia intergénica dicistronica (IGS) comprende preferiblemente una
secuencia seleccionada entre IGS1 (SEQ ID NO: 23). IGS2 (SEC ID NO: 24), IGS3 (SEC ID NO: 25) e IGS4 (SEC ID
NO: 26).

Los terminadores pueden ser enddgenos o exdgenos con respecto a las células anfitrionas. Un terminador adecuado
es rmB.

Otros reguladores transcripcionales adecuados que incluyen promotores y terminadores y métodos de
direccionamiento de proteinas se pueden encontrar en "Strategies for Achieving High-Level Expression of Genes in
Escherichia coli" Savvas C. Makrides, Microbiological Reviews, sept 1996, pag. 512-538.

El polinucledtido FkpA insertado en el vector de expresion comprende preferiblemente el acido nucleico que codifica
las secuencias sefial de FkpA y la secuencia codificante de FkpA. El vector contiene preferiblemente una secuencia
de acido nucleico que permite que el vector replique en una o mas células anfitrionas seleccionadas, preferiblemente
repliqgue independientemente del cromosoma anfitrién. Tales secuencias son bien conocidas para una variedad de
bacterias.

En una realizacion, FkpA y/o Skp y/o la proteina de interés comprenden una etiqueta de histidina en el extremo N y/o
el extremo C.

La molécula de anticuerpo puede ser secretada de la célula o dirigida al periplasma mediante secuencias sefal
adecuadas. Alternativamente, las moléculas de anticuerpo se pueden acumularse dentro del citoplasma de la célula.
Preferiblemente, la molécula de anticuerpo esta dirigida al periplasma.

El polinucleétido que codifica el anticuerpo se puede expresarse como una fusién con otro polipéptido,
preferiblemente una secuencia sefial u otro polipéptido que tenga un sitio de escision especifico en el extremo N del
polipéptido maduro. La secuencia sefal heterdloga seleccionada debe ser una que sea reconocida y procesada por
la célula anfitriona. Para las células anfitrionas procariéticas que no reconocen ni procesan la secuencia sefial nativo
o de un polipéptido eucariotico, la secuencia sefial se sustituye por una secuencia sefial procariética. Las secuencias
sefial adecuadas incluyen OmpA, PhoA, LamB, PelB, DsbA y DsbC. En una realizacion en donde la célula
comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica una cadena pesada de anticuerpo y una secuencia de
polinucleétidos que codifica una cadena ligera de anticuerpo, cada polinucleétido puede comprender una secuencia
sefial, tal como OmpA.

La construcciéon de vectores adecuados que contienen uno o mas de los componentes enumerados anteriormente
emplea técnicas de ligacion convencionales. Los plasmidos o fragmentos de ADN aislados se escinden, se adaptan
y se vuelven a ligar en la forma deseada para generar los plasmidos requeridos. Los métodos generales mediante
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los cuales se pueden construir los vectores, los métodos de transfeccion y los métodos de cultivo son bien conocidos
por los expertos en la técnica. A este respecto, se hace referencia a "Current Protocols in Molecular Biology", 1999,
F. M. Ausubel (ed), Wiley Interscience, New York y Maniatis Manual produced by Cold Spring Harbor Publishing.

Se pueden utilizar técnicas convencionales de biologia molecular para preparar secuencias de ADN que codifican el
anticuerpo. Las secuencias de ADN deseadas se pueden sintetizar completamente o en parte utilizando técnicas de
sintesis de oligonucleotidos. Se pueden utilizar técnicas de mutagénesis dirigida y reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) seguin sea apropiado.

Las realizaciones de la invencién descritas en la presente memoria con referencia al polinucleétido se aplican
igualmente a realizaciones alternativas de la invencion, por ejemplo, vectores, casetes de expresion y/o células
anfitrionas que comprenden los componentes empleados en la misma, en la medida en que el aspecto relevante
puede aplicarse a la misma.

La célula de acuerdo con la presente invencion puede comprender adicionalmente una secuencia de polinucleétidos
que codifica una proteina de interés. La secuencia de polinucleétidos que codifica la proteina de interés puede ser
exogena o endogena. La secuencia de polinucledtidos que codifica la proteina de interés puede integrarse en el
cromosoma del anfitrién o puede no integrarse en un vector, tipicamente un plasmido.

En una realizacion, la célula segun la presente invencion expresa una proteina de interés. Se pretende que "proteina
de interés" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiera a un polipéptido para la expresion,
generalmente un polipéptido recombinante. Sin embargo, la proteina de interés puede ser una proteina endégena
expresada a partir de un gen enddgeno en la célula anfitriona.

Como se emplea en la presente memoria, un "polipéptido recombinante" se refiere a una proteina que se construye
o produce utilizando tecnologia de ADN recombinante. La proteina de interés puede ser una secuencia exdgena
idéntica a una proteina endégena o una version mutada de la misma, por ejemplo, con actividad bioldgica atenuada,
o un fragmento de la misma, expresada a partir de un vector exdgeno. Alternativamente, la proteina de interés puede
ser una proteina heteréloga, normalmente no expresada por la célula anfitriona.

La proteina de interés puede ser cualquier proteina adecuada que incluya una proteina terapéutica, profilactica o
diagndstica.

El experto en la técnica podria someter prueba facilmente la proteina secretada para ver si la proteina se pliega
correctamente utilizando métodos bien conocidos en la técnica, tales como HPLC con proteina G, dicroismo circular,
RMN, cristalografia de rayos X y métodos de medicion de afinidad de epitopos.

En una realizacion, la proteina de interés es Uutil en el tratamiento de enfermedades o trastornos que incluyen
trastornos inmunolégicos y/o enfermedades autoinmunitarias.

En una realizacion, la enfermedad autoinmunitaria se selecciona entre la encefalomielitis diseminada aguda (ADEM),
leucoencefalitis hemorragica necrotizante aguda, enfermedad de Addison, agammaglobulinemia, alopecia areata,
amiloidosis, vasculitis asociada a ANCA, espondilitis anquilosante y nefritis anti-GBM/anti-TBM, sindrome
antifosfolipidico (APS), angioedema autoinmunitario, anemia aplasica autoinmunitaria, disfuncién autonémica
autoinmunitaria, hepatitis autoinmunitaria, hiperlipidemia autoinmunitaria, inmunodeficiencia autoinmunitaria,
enfermedad autoinmunitaria del oido interno (AIED), miocarditis autoinmunitaria, pancreatitis autoinmunitaria,
retinopatia autoinmunitaria, purpura trobocitopénica autoinmunitaria (ATP), enfermedad autoinmunitaria de la
tiroides, urticaria autoinmunitaria, neuropatias axonales y neuronales, enfermedad de Balo, enfermedad de Behcet,
penfigoide ampollar, cardiomiopatia, enfermedad de Castleman, enfermedad celiaca, enfermedad de chagas,
sindrome de fatiga crénica, polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica (CIDP), ostomielitis multifocal
recurrente crénica (CRMO), Sindrome de Churg-Strauss, pemfigoide catricial/pemfigoide de la mucosa benigno,
enfermedad de Crohn, sindrome de Cogans, enfermedad de aglutinina fria, bloqueo cardiaco congénito, miocarditis
por virus coxsackie, enfermedad CREST, crioglobulinemia mixta esencial, neuropatias desmielinizantes, dermatitis
herperiforme, dermatomiositis, enfermedad de Devic, (neuromielitis dptica) cardiomiopatia dilatada, lupus discoide,
sindrome de Dressler, endometriosis, fibrosis angiocéntrica eosinofilica, fascitis eosinofilica, eritema nudoso,
encefalomielitis alérgica experimental, sindrome de Evans, fibromialgia, alveolitis fibrosante, arteritis de células
gigantes (arteritis temporal), glomerulonefritis, sindrome de Goodpasture, granulomatosis con poliangiitis (GPA)
véase Wegener, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barré, encefalitis de Hashimoto, tiroiditis de
Hashimoto, anemia hemolitica, purpura de Henoch-Schonlein, herpes gestacional, hipogammaglobulinemia, nefritis
tubulointersticial hipocomplementaria idiopatica, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), nefropatia por IgA,
enfermedad relacionada con IgG4, enfermedad esclerosante relacionada con IgG4, lipoproteinas
inmunorreguladoras, aneurisma aodrtico inflamatorio, pseudotumor inflamatorio, miositis por cuerpos de inclusion,
diabetes insulinodependiente (tipo 1), cistitis intersticial, artritis juvenil, diabetes juvenil, sindrome de Kawasaki, tumor
de Kuttner, Sindrome de Lambert-Eaton, vasculitis leucocitoclastica, liquen plano, liquen escleroso, conjuntivitis
lefiosa, enfermedad por IgA lineal (LAD), lupus (SLE), enfermedad de Lyme, fibrosis mediastinica crénica,
enfermedad de Meniere, poliangitis microscopica, sindrome de Mikulicz, enfermedad de tejido conectivo mixto
(MCTD), ulcera de Mooren, enfermedad de Mucha-Habermann, fibroesclerosis multifocal, esclerosis multiple,
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miastenia gravis, miositis, narcolepsia, neuromielitis optica (de Devic), neutropenia, penfigoide cicatricial ocular,
neuritis Optica, enfermedad de Ormond (fibrosis retroperitoneal), reumatismo palindrémico (PANDAS), trastornos
neuropsiquiatricos  Autoinmunitarias Pediatricos asociados con estreptococos), degeneracion cerebelar
paraneoplasica, polineuropatias paraproteinémicas, hemoglobinuria paroxistica nocturna (PNH), sindrome de Parry
Romberg, sindrome de Parsonnage-Turner, pars planitis (uveitis periférica), pénfigo vulgar, periaortitis, periarteritis,
neuropatia periférica, encefalomielitis perivenosa, anemia perniciosa, sindrome de POEMS, poliarteritis nodosa,
sindromes poliglandulares autoinmunitarias de tipo |, 1l y Ill, polimialgia reumatica, polimiositis, sindrome de infarto
post-miocardio, sindrome postpericardiotomia, dermatitis por progesterona, cirrosis biliar primaria, colangiitis
esclerosante primaria, psoriasis, artritis psoriasica, fibrosis pulmonar idiopatica, pioderma gangrenosa, aplasia pura
de gldbulos rojos, fendmeno de Raynaud, distrofia simpatica refleja, sindrome de Reiter, policondritis recurrente,
sindrome de piernas inquietas, fibrosis retroperitoneal (enfermedad de Ormond), fiebre reumatica, artritis reumatoide,
tiroiditis de Riedel, sarcoidosis, sindrome de Schmidt, escleritis, esclerodermia, sindrome de Sjogren,
autoinmunopatia testicular y contra espermatozoides, sindrome de la persona rigida, endocarditis bacteriana
subaguda (SBE), sindrome de Susac, oftalmia simpatica, arteritis de Takayasu, arteritis temporal/arteritis de células
gigantes, purpura trombocitopénica trombotica (TTP), sindrome de Tolosa-Hunt, mielitis transversa, colitis ulcerosa
enfermedad del tejido conectivo no diferenciado (UCTD), uveitis, vasculitis, dermatosis vesiculoampollar, vitiligo,
macroglobulinemia de Waldenstrom, anemia hemolitica idiopatica tipo caliente y granulomatosis de Wegener (ahora
denominada Granulomatosis con Poliangiitis (GPA).

En una realizacion, el trastorno neuroldgico se selecciona entre polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica
(CIDP), sindrome de Guillain-Barré, polineuropatias paraproteinémicas, neuromielitis optica (NMO, trastornos del
espectro NMO o enfermedades del espectro NMO) y miastenia gravis.

En una realizacion, el trastorno hematolégico inmunoldgico se selecciona entre purpura trombocitopénica idiopatica
(ITP), purpura trombocitopénica trombdtica (TTP), anemia hemolitica idiopatica tipo caliente, el sindrome de
Goodpasture y incompatibilidad de donante en trasplante debido a anticuerpos anti-HLA.

En una realizacion, la enfermedad se selecciona entre miastenia gravis, neuromielitis 6ptica, CIDP, sindrome de
Guillaume-Barré, polineuropatia para-proteinémica, epilepsia refractaria, ITP/TTP, anemia hemolitica, sindrome de
Goodpasture, incompatibilidad ABO, nefritis por Lupus, vasculitis renal, esclerodermia, alveolitis fibrosante,
miocardiopatia dilatada, enfermedad de Grave, diabetes tipo 1, diabetes autoinmunitaria, pénfigo, esclerodermia,
lupus, vasculitis ANCA, dermatomiositis, enfermedad de Sjogren y artritis reumatoide.

En una realizacion, el trastorno dermatolégico se selecciona entre penfigoide ampollar, pénfigo vulgar, vasculitis
asociada a ANCA y cardiomiopatia dilatada.

En una realizacion, los anticuerpos o fragmentos de acuerdo con la presente descripcion se pueden emplear en la
profilaxis o el tratamiento de enfermedades aloinmunitarias asociadas con el trasplante alogénico de érganos o
tejidos o ciertas afecciones neonatales.

La proteina puede ser un polipéptido proteoliticamente sensible, es decir, proteinas que son propensas a ser
escindidas, susceptibles de escindirse, o escindidas por una o mas proteasas bacterianas gram negativas, tales
como las de E. coli, ya sea en el estado nativo o durante la secrecion. En una realizacion, la proteina de interés es
proteoliticamente sensible a una proteasa seleccionada entre DegP, Proteasa Ill y Tsp. En una realizacion, la
proteina de interés es proteoliticamente sensible a la proteasa Tsp. En una realizacién, la proteina de interés es

proteoliticamente sensible a las proteasas DegP y Proteasa lll. En una realizacion, la proteina de interés es
proteoliticamente sensible a las proteasas DegP y Tsp. En una realizacion, la proteina de interés es
proteoliticamente sensible a las proteasas Tsp y Proteasa Ill. En una realizacién, la proteina de interés es

proteoliticamente sensible a las proteasas DegP, Proteasa lll y Tsp.
Preferiblemente, la proteina es un polipéptido eucariético.

La proteina de interés expresada por las células de acuerdo con la invencién puede ser, por ejemplo, un
inmunogeno, una proteina de fusion que comprende dos proteinas heterélogas o un anticuerpo. Los anticuerpos
para uso como la proteina de interés incluyen anticuerpos monoclonales, multivalentes, multiespecificos,
humanizados, totalmente humanos o quiméricos. El anticuerpo puede ser de cualquier especie, pero preferiblemente
se obtiene de un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo humano o un fragmento humanizado. El anticuerpo se puede
obtener de cualquier clase (p.gj., IgG, IgE, IgM, IgD o IgA) o subclase de molécula de inmunoglobulina y se puede
obtener de cualquier especie, incluyendo por ejemplo ratdn, rata, tiburén, conejo, cerdo, hamster, camello, llama
cabra o ser humano. Partes del fragmento de anticuerpo se pueden obtener de mas de una especie, por ejemplo, los
fragmentos de anticuerpo pueden ser quiméricos. En un ejemplo, las regiones constantes son de una especie y las
regiones variables de oftra.

El anticuerpo puede ser una molécula de anticuerpo completa que tiene cadenas pesadas y ligeras completas o un
fragmento de las mismas, p. €j. fragmento VH, VL, VHH, Fab, Fab modificado, Fab', F(ab')z, Fv, scFv o un anticuerpo
de doble especificidad, tal como un Fab-dAb o Fab-Fv, como se describe en los documentos W0O2009/040562 y
W02010/035012.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2704 425 T3

En una realizacion, la proteina es un Fab'.

El anticuerpo puede ser especifico para cualquier antigeno diana. El antigeno puede ser una proteina asociada a
células, por ejemplo, una proteina de la superficie celular en células tales como células bacterianas, células de
levadura, células T, células endoteliales o células tumorales, o puede ser una proteina soluble. Los antigenos de
interés también pueden ser cualquier proteina médicamente relevante, tal como aquellas proteinas reguladas al alza
durante una enfermedad o infeccién, por ejemplo, receptores y/o sus ligandos correspondientes. Los ejemplos
concretos de proteinas de la superficie celular incluyen moléculas de adherencia, por ejemplo integrinas tales como
integrinas B1, p. €j. VLA-4, selectina E, selectina P o selectina L, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD11a, CD11b,
CD18, CD19, CD20, CD23, CD25, CD33, CD38, CD40, CD40L, CD45, CDW52, CD69, CD134 (0OX40), ICOS,
BCMP7, CD137, CD27L, CDCP1, CSF1 o Receptor de CSF1, DPCR1, DPCR1, dudulina 2, FLJ20584, FLJ40787,
HEK2, KIAA0634, KIAA0659, KIAA1246, KIAA1455, LTBP2, LTK, MAL2, MRP2, nectina tipo 2, NKCC1, PTK?7,
RAIG1, TCAM1, SC6, BCMP101, BCMP84, BCMP11, DTD, antigeno carcinoembrionario (CEA), globulina grasa de
la leche humana (HMFG1 y 2), antigenos de clase | de MHC vy clase Il de MHC, KDR y VEGF, y en su caso,
receptores de los mismos.

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

En una realizacion, el antigeno es FcRn.

Los anticuerpos para uso en la presente descripcion se pueden obtener utilizando cualquier método adecuado
conocido en la técnica. El polipéptido/proteina FCRn que incluye proteinas de fusion y sus mutantes, incluidas las
células (de forma recombinante o natural) que expresan el polipéptido (tales como células T activadas) se puede
utilizar para producir anticuerpos que reconocen especificamente FcRn. El polipéptido puede ser el polipéptido
"maduro” o un fragmento o derivado biolégicamente activo del mismo. La proteina humana esta registrada en Swiss-
Prot con el nimero P55899. En una realizacion, el inmunégeno es la cadena alfa de FcRn o un fragmento de la
misma.

Los polipéptidos, para su uso para inmunizar un anfitrion, se pueden preparar mediante procedimientos bien
conocidos en la técnica a partir de células anfitrionas modificadas genéticamente que comprenden sistemas de
expresion o se pueden recuperar de fuentes bioldgicas naturales. En la presente solicitud, el término "polipéptidos”
incluye péptidos, polipéptidos y proteinas. Estos se utilizan indistintamente a menos que se especifique lo contrario.
El polipéptido FcRn puede ser, en algunos casos, parte de una proteina mas grande, tal como una proteina de
fusion, por ejemplo, fusionada con una etiqueta de afinidad.

Los anticuerpos generados contra el polipéptido FCcRn se pueden obtener, cuando sea necesaria la inmunizacion de
un animal, administrando los polipéptidos a un animal, preferiblemente un animal no humano, utilizando protocolos
bien conocidos y rutinarios, véase por ejemplo Handbook of Experimental Immunology, D. M. Weir (ed.), Vol 4,
Blackwell Scientific Publishers, Oxford, Inglaterra, 1986). Se pueden inmunizar muchos animales de sangre caliente,
tales como conejos, ratones, ratas, ovejas, vacas, camellos o cerdos. Sin embargo, los ratones, conejos, cerdos y
ratas son generalmente los mas adecuados.

En una realizacion, el anticuerpo se puede utilizar para alterar funcionalmente la actividad del antigeno de interés.
Por ejemplo, el anticuerpo puede neutralizar o ejercer un efecto antagénico o agonistico de la actividad de dicho
antigeno, directa o indirectamente o simplemente bloquear la unién del ligando normal al mismo.

La presente invencion también proporciona una célula bacteriana gram negativa recombinante que comprende un
gen Tsp mutado, en donde el gen Tsp mutado codifica una proteina Tsp que tiene actividad proteasa reducida o es
un gen Tsp mutado desactivado, un gen spr mutante que codifica una spr mutante, un gen capaz de expresar o
expresar en exceso una o varias proteinas capaces de facilitar el plegamiento de proteinas y una secuencia de
polinucleétidos que codifica un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo especifico para FcRn.

Se muestran varios anticuerpos y fragmentos anti-FcRn en las secuencias 36 a 74.

En una realizacion, la cadena pesada comprende 1, 2 o 3 CDR seleccionadas independientemente entre SEQ ID
NO: 36, 37 y 38.

En una realizacion, la cadena ligera comprende 1, 2 o 3 CDR seleccionadas independientemente entre SEQ ID NO:
39,40y 41.

En una realizacion, la cadena pesada de anticuerpo comprende la secuencia proporcionada en SEQ ID NO: 36 para
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CDR-H1, la secuencia proporcionada en SEQ ID NO: 37 para CDR-H2 y la secuencia proporcionada en SEQ ID NO:
38 para CDRH3.

En una realizacion, la cadena ligera del anticuerpo comprende la secuencia proporcionada en SEQ ID NO: 39 para
CDR-L1, la secuencia proporcionada en SEQ ID NO: 40 para CDR-L2 y la secuencia proporcionada en SEQ ID NO:
41 para CDRL3.

En una realizacion, la cadena pesada de anticuerpo comprende la secuencia proporcionada en SEQ ID NO: 36 para
CDR-H1, la secuencia proporcionada en SEQ ID NO: 37 para CDR-H2, la secuencia proporcionada en SEQ ID NO:
38 para CDRH3, la secuencia proporcionada en SEQ ID NO: 39 para CDR-L1, la secuencia proporcionada en SEQ
ID NO: 40 para CDR-L2 y la secuencia proporcionada en SEQ ID NO: 41 para CDRLS3.

En una realizacién, la célula expresa una molécula de anticuerpo con una secuencia descrita en la presente
memoria.

Las moléculas de anticuerpo incluyen anticuerpos y fragmentos de union de los mismos.

Adecuadamente, el anticuerpo humanizado segun la presente invencién tiene un dominio variable que comprende
regiones marco aceptoras humanas, asi como una o mas de las CDR proporcionadas especificamente en la
presente memoria. Por lo tanto, en una realizaciéon se proporciona un anticuerpo humanizado que se une a FcRn
humano en donde los dominios variables comprenden regiones marco aceptoras humanas y CDR donadoras no
humanas. En un ejemplo, el dominio variable de la cadena ligera comprende la secuencia proporcionada en SEQ ID
NO: 50 y el dominio variable de la cadena pesada comprende la secuencia proporcionada en SEQ ID NO: 58. En un
ejemplo, la cadena ligera comprende la secuencia proporcionada en SEQ ID NO: 54 y la cadena pesada comprende
la secuencia proporcionada en SEQ ID NO: 62.

Después de la expresion, los fragmentos de anticuerpos pueden procesarse adicionalmente, por ejemplo, por
conjugacion con otra entidad, tal como una molécula efectora.

El término molécula efectora como se emplea en la presente memoria incluye, por ejemplo, agentes antineoplasicos,
farmacos, toxinas (tales como toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano o vegetal y sus fragmentos, p.
€j., ricina y fragmentos de la misma), proteinas biolégicamente activas, por ejemplo enzimas, otros anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos, polimeros sintéticos o naturales, acidos nucleicos y fragmentos de los mismos, p. €j.
ADN, ARN y fragmentos de los mismos, radionuclidos, particularmente radioyoduro, radioisétopos, metales
quelados, nanoparticulas y grupos informadores, tales como compuestos fluorescentes o compuestos que se
pueden detectar mediante espectroscopia de RMN o ESR. El efector molecular se puede anclar al anticuerpo o
fragmento del mismo por cualquier método adecuado, por ejemplo, un fragmento de anticuerpo se puede modificar
para anclar al menos una molécula efectora como se describe en los documentos WO05/003171 o WO05/003170
(cuyos contenidos se incorporan en la presente memoria como referencia). Los documentos WO05/003171 o
WO05/003170 también describen moléculas efectoras adecuadas.

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento del mismo, tal como un Fab, se PEGila para generar un producto con
las propiedades requeridas, por ejemplo similares a los anticuerpos completos, si fuera necesario. Por ejemplo, el
anticuerpo puede ser un Fab' anti-TNF-a PEGilado, como se describe en el documento WO01/094585, que tiene
preferiblemente anclado a uno de los residuos de cisteina en el extremo C-terminal de la cadena pesada, un grupo
derivado de lisil-maleimida en donde uno de los dos grupos amino del residuo de lisilo se ha conectado
covalentemente a un residuo de metoxipoli(etilenglicol) que tiene un peso molecular de aproximadamente 20.000
Da, de tal manera que el peso molecular medio total de los residuos de metoxipoli(etilenglicol) es de
aproximadamente 40.000 Da, mas preferiblemente el grupo derivado de lisil maleimida es [1-[[[2-[[3-2,5-diox0-1-
pirrolidinil)-1-oxopropillJamino]etillamino]-carbonil]-1,5-pentanodiil]bis(iminocarbonilo).

En una realizacion, un Fab o Fab' segun la presente descripcidon se conjuga con una molécula de albumina de suero
humano o una molécula de almidén.

La célula también puede comprender adicionalmente secuencias polinucleotidicas que codifican una o mas
proteinas de interés adicionales.

Ademas se describen en la presente memoria células en las que una o mas proteinas del anfitrion E. coli que se
sebe que en el tipo salvaje se purifican conjuntamente con la proteina recombinante de interés durante la
purificacion, se seleccionan para la modificacién genética, como describen Humphreys et al. "Engineering of
Escherichia coli to improve the purification of periplasmic Fab' fragments: changing the pl of the chromosomally
encoded PhoS/PstS protein", Protein Expression and Purification 37 (2004) 109-118 y documento WO04/035792
(cuyos contenidos se incorporan en la presente memoria como referencia). El uso de tales proteinas del anfitrion
modificadas mejora el proceso de purificacion de proteinas de interés, especialmente anticuerpos, producidos en E.
coli alterando las propiedades fisicas de proteinas de E. coli seleccionadas de manera que ya no se purifiquen
simultaneamente con el anticuerpo recombinante. Preferiblemente la proteina de E. coli que se altera se selecciona
entre una o mas de las proteinas de union a fosfato (PhoS/PstS), la proteina de unién a dipéptidos (DppA), la
proteina de unién a maltosa (MBP) y la tiorredoxina.
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En un ejemplo, se altera una propiedad fisica de una proteina del anfitrion contaminante mediante la adicién de una
etiqueta de aminoacido al extremo C o al extremo N terminal. En una realizacion preferida, la propiedad fisica que se
altera es el punto isoeléctrico y la etiqueta de aminoacido es una etiqueta de acido poli-aspartico anclada al extremo
C-terminal. En una realizacion, las proteinas de E. coli alteradas por la adiciéon de dicha etiqueta son la proteina de
union a dipéptidos (DppA), la proteina de unién a maltosa (MBP), la tiorredoxina, y la proteina de unién a fosfato
(PhoS/PstS). En una realizacion especifica, el pl de la proteina de unién a fosfato (PhoS/PstS) de E. coli se reduce
de 7,2 a 5,1 mediante la adicidon de una etiqueta de acido poli-aspartico (poliD), que contiene 6 residuos de acido
aspartico al extremo C-terminal.

También se describe la modificacion de residuos especificos de la proteina de E. coli contaminante para alterar sus
propiedades fisicas, ya sea sola o combinada con la adicion de etiquetas N o C-terminales. Tales cambios pueden
incluir inserciones o deleciones para alterar el tamafio de la proteina o las sustituciones de aminoacidos para alterar
el pl o el caracter hidréfobo. Estos residuos pueden estar localizados en la superficie de la proteina. En una
realizaciéon concreta, los residuos de la superficie ilustrativos de la proteina PhoS se alteran con el fin de reducir el pl
de la proteina. Los residuos que se ha determinado que son importantes en la unién del fosfato (Bass, documento
US 5.304.472) se evitan con el fin de mantener una proteina PhoS funcional. Preferiblemente, se eligen como diana
los residuos de lisina que se proyectan lejos de la superficie de la proteina o que estan dentro o cerca de grandes
grupos de residuos alcalinos. En un ejemplo, la proteina PhoS tiene una etiqueta de acido poli(hexa)aspartico
anclada al extremo C, mientras que los residuos de superficie en el extremo opuesto de la molécula se eligen como
diana para la sustitucion. Preferiblemente, los residuos de lisina seleccionados se sustituyen por acido glutamico o
acido aspartico para conferir un mayor cambio potencial de pl que cuando se cambian residuos neutros por acidos.
La designacién de un mutante de sustitucion en la presente memoria consiste en una letra seguida de un ndmero
seguido de una letra. La primera letra designa el aminoacido en la proteina de tipo salvaje. El numero se refiere a la
posicion del aminoacido donde se realiza la sustitucion del aminoacido, y la segunda letra designa el aminoacido que
se utiliza para reemplazar el aminoacido de tipo salvaje. En mutaciones preferidas de PhoS en la presente invencion,
los residuos de lisina (K) 275, 107, 109, 110, 262, 265, 266, 309, 313 estan sustituidos por acido glutamico (E) o
glutamina (Q), como mutaciones Unicas o combinadas. Ademas, la lisina (K) 318 se puede sustituir por acido
aspartico (D) como una mutacién unica o combinada. Preferiblemente, las mutaciones Unicas son K262E, K265E y
K266E. Preferiblemente, las mutaciones combinadas son K265/266E y K110/265/266E. Mas preferiblemente, todas
las mutaciones se combinan con la etiqueta de poli(acido aspartico) (poliD) anclada al extremo C y, opcionalmente,
también con la sustitucion K318D. En un ejemplo adicional, las mutaciones dan como resultado una reduccion de pl
de al menos 2 unidades. Preferiblemente, las mutaciones reducen el pl de PhoS de 7,2 a entre aproximadamente 4 y
aproximadamente 5,5. En un ejemplo, el pl de la proteina PhoS de E. coli se reduce de 7,2 a aproximadamente 4,9,
aproximadamente 4,8 y aproximadamente 4,5 utilizando las mutaciones polyD K318D, polyD K265/266E y polyD
K110/265/266E respectivamente.

El polinucledtido que codifica la proteina de interés se puede expresar como una fusién con otro polipéptido,
preferiblemente una secuencia sefial u otro polipéptido que tenga un sitio de escision especifico en el extremo N del
polipéptido maduro. La secuencia sefal heterdloga seleccionada debe ser una que sea reconocida y procesada por
la célula anfitriona. Para las células anfitrionas procaridticas que no reconocen y procesan la secuencia sefial del
polipéptido nativo o eucaridtico, la secuencia sefial se sustituye por una secuencia sefial procaridtica. Las
secuencias sefial adecuadas incluyen OmpA, PhoA, LamB, PelB, DsbA y DsbC.

La construcciéon de vectores adecuados que contienen uno o mas de los componentes enumerados anteriormente
emplea técnicas de ligacion convencionales. Los plasmidos o fragmentos de ADN aislados se escinden, se adaptan
y se vuelven a ligar en la forma deseada para generar los plasmidos requeridos.

En una realizacion, se emplea un casete de expresion en la presente invencién para que porte el polinucleétido que
codifica la proteina de interés que comprende tipicamente una o mas secuencias codificantes de proteina que
codifican una o mas proteinas de interés y una o mas secuencias de expresion reguladoras. Las una o mas
secuencias de expresion reguladoras pueden incluir un promotor. Las una o mas secuencias de expresion
reguladoras también pueden incluir una regiéon no traducida 3' tal como una secuencia de terminacion. Los
promotores adecuados se comentan con mas detalle a continuacion.

En una realizacion, la célula de acuerdo con la presente invencion comprende un vector, tal como un plasmido. El
vector comprende preferiblemente uno o mas de los casetes de expresion definidos anteriormente.

En la realizacion en la que la proteina de interés es un anticuerpo que comprende cadenas tanto pesadas como
ligeras, la linea celular puede transfectarse con dos vectores, un primer vector que codifica un polipéptido de cadena
ligera y un segundo vector que codifica un polipéptido de cadena pesada. Alternativamente, se puede utilizar un solo
vector, incluyendo el vector secuencias que codifican polipéptidos de cadena ligera y cadena pesada.

El vector para su uso en la presente invencién se puede producir insertando un casete de expresiéon como se definié
anteriormente en un vector adecuado. Alternativamente, las secuencias de expresion reguladoras para dirigir la
expresion de la secuencia polinucleotidica que codifica una proteina de interés pueden estar contenidas en el vector
y, por lo tanto, se puede requerir solamente la regién codificante del polinucleétido para completar el vector.

Los ejemplos de vectores que se pueden emplear para transformar la célula anfitriona con un polinucleétido de
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acuerdo con la invencion incluyen: un plasmido, tal como pBR322 o pACYC184, y/o un vector viral tal como un fago
bacteriano, un elemento genético transponible tal como un transposon.

Se encuentran disponibles muchas formas de vectores de expresion. Tales vectores generalmente comprenden un
origen plasmidico de replicacion del ADN, un marcador seleccionable para antibiéticos, un promotor y un terminador
de la transcripciéon separados por un sitio de clonacién multiple (casete de expresién) y una secuencia de ADN que
codifica un sitio de unién al ribosoma.

Los promotores empleados en la presente invencion se pueden conectar al polinucleétido relevante directamente o
alternativamente se pueden ubicar en una posicién apropiada, por ejemplo en un vector, de manera que cuando se
inserta el polipéptido relevante, el promotor relevante puede actuar sobre el mismo. En una realizacién, el promotor
esta situado antes de la porcion codificante del polinucleétido sobre el que actia, por ejemplo, un promotor relevante
antes de cada porcion codificante de polinucleétido. Se pretende que "antes", como se emplea en la presente
memoria, implique que el promotor esta ubicado en el extremo 5 con respecto a la porcidon de polinucleétido
codificante.

Los promotores pueden ser enddgenos o exdgenos con respecto a las células anfitrionas. Los promotores
adecuados incluyen lac, tac, trp, phoA, Ipp, Arab, tety T7.

Uno o mas promotores empleados pueden ser promotores inducibles.

Las unidades de expresion para su uso en sistemas bacterianos también contienen generalmente una secuencia
ribosémica de Shine-Dalgarno (S. D.) conectada operablemente al ADN que codifica el polipéptido de interés.

El vector de expresion también comprende preferiblemente un mensaje dicistrénico para producir el anticuerpo o
fragmento de union a antigeno del mismo como se describe en los documentos WO 03/048208 o W0O2007/039714
(cuyos contenidos se incorporan en la presente memoria como referencia). Preferiblemente, el cistrén aguas arriba
contiene ADN que codifica la cadena ligera del anticuerpo y el cistrén aguas abajo contiene ADN que codifica la
cadena pesada correspondiente, y la secuencia intergénica dicistronica (IGS) comprende preferiblemente una
secuencia seleccionada entre IGS1 (SEQ ID NO: 38). IGS2 (SEC ID NO: 39), IGS3 (SEC ID NO: 40) e IGS4 (SEC ID
NO: 41).

Los terminadores pueden ser enddgenos o exdgenos con respecto a las células anfitrionas. Un terminador adecuado
es rmB.

Otros reguladores transcripcionales adecuados que incluyen promotores y terminadores y métodos de
direccionamiento de proteinas se pueden encontrar en "Strategies for Achieving High-Level Expression of Genes in
Escherichia coli" Savvas C. Makrides, Microbiological Reviews, septiembre de 1996, pag. 512-538.

La molécula de anticuerpo puede ser secretada de la célula o dirigida al periplasma mediante secuencias sefal
adecuadas. Alternativamente, las moléculas de anticuerpo se pueden acumular dentro del citoplasma de la célula.
Preferiblemente, la molécula de anticuerpo esta dirigida al periplasma.

Las realizaciones de la invencién descritas en la presente memoria con referencia al polinucleétido se aplican
igualmente a realizaciones alternativas de la invencion, por ejemplo, vectores, casetes de expresion y/o células
anfitrionas que comprenden los componentes empleados en la misma, en la medida en que el aspecto relevante
pueda aplicarse a la misma.

La presente invencion también proporciona un método para producir una proteina recombinante de interés que
comprende expresar la proteina recombinante de interés en una célula bacteriana gram negativa recombinante
como se describe anteriormente para la presente invencion.

La célula bacteriana gram negativa y la proteina de interés empleadas preferiblemente en el método de la presente
invencion se describen en detalle anteriormente.

Cuando el polinucledtido que codifica la proteina de interés es exdgeno, el polinucledtido se puede incorporar a la
célula anfitriona utilizando cualquier medio adecuado conocido en la técnica. Normalmente, el polinucledtido se
incorpora como parte de un vector de expresion que se transforma en la célula. En consecuencia, en un aspecto, la
célula de acuerdo con la presente invencion comprende un casete de expresion que comprende el polinucleétido
que codifica la proteina de interés.

La secuencia de polinucleétidos se puede transformar en una célula utilizando técnicas convencionales, por ejemplo
empleando cloruro de rubidio, PEG o electroporacion.

Como se describe adicionalmente en la presente memoria, el método también puede emplear un sistema de
seleccién para facilitar la seleccion de células estables que se han transformado con éxito con el polinucleétido que
codifica la proteina de interés. El sistema de seleccion tipicamente emplea la co-transformacién de una secuencia de
polinucleétidos que codifica un marcador de seleccion. En un ejemplo, cada polinucleétido transformado en la célula
comprende adicionalmente una secuencia de polinucleétido que codifica uno o mas marcadores de seleccién. Por
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consiguiente, la transformacion del polinucledtido que codifica la proteina de interés y los uno o mas polinucleotidos
que codifican el marcador se produce conjuntamente y el sistema de selecciéon se puede emplear para seleccionar
las células que producen las proteinas deseadas.

Las células capaces de expresar los uno o mas marcadores son capaces de sobrevivir/crecer/multiplicarse bajo
ciertas condiciones impuestas artificialmente, por ejemplo, la adicién de una toxina o antibidtico, debido a las
propiedades otorgadas por el componente polipéptido/gen o polipéptido del sistema de seleccién incorporado en el
mismo (p.ej., resistencia a los antibiéticos). Esas células que no pueden expresar los uno o mas marcadores no
pueden sobrevivir/crecer/multiplicarse en las condiciones impuestas artificialmente. Las condiciones impuestas
artificialmente se pueden elegir para que sean mas o menos rigurosas, segun se requiera.

Se puede emplear cualquier sistema de seleccién adecuado en la presente invencion. Tipicamente, el sistema de
seleccion se puede basar en la inclusion en el vector de uno o mas genes que proporcionan resistencia a un
antibiotico conocido, por ejemplo un gen de resistencia a la tetraciclina, cloranfenicol, kanamicina o ampicilina. Se
pueden seleccionar las células que crecen en presencia de un antibiético relevante ya que expresan tanto el gen que
proporciona resistencia al antibiético como la proteina deseada.

En una realizacion, el método segun la presente invencién comprende adicionalmente la etapa de cultivar la célula
transformada en un medio para expresar de este modo la proteina de interés.

Se describen un sistema de expresién inducible o un promotor constitutivo que se pueden utilizar para expresar la
proteina de interés. Los sistemas de expresion inducible y los promotores constitutivos adecuados son bien
conocidos en la técnica.

Se puede utilizar cualquier medio adecuado para cultivar la célula transformada. El medio se puede adaptar para un
sistema de seleccion especifico, por ejemplo, el medio puede comprender un antibidtico, para permitir que solo las
células que se han transformado con éxito crezcan en el medio.

Las células obtenidas del medio se pueden someter a una seleccion y/o purificacion adicionales seguin se requiera.
El método puede comprender adicionalmente una o mas etapas para extraer y purificar la proteina de interés segun
se requiera.

El polipéptido se puede recuperar de la cepa, incluido el citoplasma, el periplasma o el sobrenadante.
En una realizacion, el anticuerpo se aisla del periplasma.

En una realizacion, la velocidad de alimentacion posterior a la induccién esta en el intervalo de 5 a 7,5 g/h, tal como
aproximadamente 7 g/h.

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

Los anticuerpos se pueden separar adecuadamente del medio de cultivo y/o el extracto de citoplasma y/o el extracto
de periplasma mediante procedimientos de purificacién de anticuerpos convencionales tales como, por ejemplo,
proteina A-Sefarosa, cromatografia de proteina G, cromatografia de proteina L, resinas de modo mixto, tiofilicas,
etiqgueta His, etiqueta FLAG, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis, cromatografia de
afinidad, fraccionamiento/precipitacion con sulfato de amonio, etanol o PEG, membranas de intercambio iénico,
cromatografia de adsorcion en lecho expandido (EBA) o cromatografia de lecho movil simulada.

El método también puede incluir una etapa adicional para medir la cantidad de expresién de la proteina de interés y
seleccionar las células que tienen altos niveles de expresion de la proteina de interés.

El método también puede incluir una o mas etapas adicionales de procesamiento aguas abajo, tales como
PEGilacion de la proteina de interés, tal como un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

Una o mas etapas del método descritas en la presente memoria se pueden realizar combinadas en un recipiente
adecuado tal como un biorreactor.

Los anticuerpos y fragmentos de acuerdo con la presente descripcion se pueden emplear en el tratamiento o la
profilaxis.

Donde técnicamente se pueden combinar realizaciones apropiadas de la invencion. Las realizaciones se describen
en la presente memoria por comprender ciertas caracteristicas/elementos. La descripcién también se extiende a
realizaciones separadas que consisten o consisten esencialmente en dichos caracteristicas/elementos. Las
referencias técnicas en la presente memoria, tales como patentes y solicitudes, se incorporan a la presente memoria
como referencia.

La presente invencion se describe adicionalmente a modo de ilustracion solamente en los siguientes ejemplos, que
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se refieren a las figuras adjuntas.

Ejemplos

Ejemplo 1: Generacion de lineas celulares

La generacion de MXE016 y MXEQ17 se proporciona en el documento W02011/086136.

Generacion de plasmidos para expresion de Fab' anti-FcRn y Fab' anti-FcRn con FkpA, Fab' anti-FcRn con skp y
Fab anti-FcRn con la expresién tanto de FkpA como de skp

Se construy6 un plasmido que contenia las secuencias de las cadenas pesada y ligera de un Fab anti-FcRn (SEQ ID
NO: 63 y 55, respectivamente. El plasmido PTTOD 1519.g57 Fab', se construy6 utilizando metodologias de
clonacioén de restriccion convencionales que se pueden encontrar en Sambrook et al 1989, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual. CSHL Press, N.Y. El plasmido PTTOD 1519.g57 Fab' contenia las siguientes caracteristicas; un
promotor fac fuerte y una secuencia del operador /ac. El plasmido contenia un sitio de restricciéon EcoRI unico
después de la region codificante de la cadena pesada de Fab', seguido de una secuencia no codificante que
contenia un sitio de unién a ribosoma fuerte y a continuacion un sitio de restriccion Ndel unico.

Los genes de la cadena ligera, cadena pesada de Fab, se transcribieron como un solo mensaje policistronico. El
ADN que codificaba el péptido sefial de la proteina OmpA de E. coli se fusioné al extremo 5' de las secuencias de
los genes de las cadenas ligera y pesada, lo que dirigié la translocacion de los polipéptidos al periplasma de E. coli.
La transcripcion se termind utilizando un terminador de transcripcion doble rrnB t1t2. El gen laclq codificaba la
proteina represora lac | expresada constitutivamente. Esta transcripcion reprimida desde el promotor tac hasta la
desrepresion fue inducida por la presencia de alolactosa o IPTG. El origen de replicacion utilizado fue p15A, que
mantuvo un bajo numero de copias. El plasmido contenia un gen de resistencia a la tetraciclina para la seleccion de
antibidticos.

El plasmido PTTOD 1519.g57 Fab' FkpA, un vector de expresion para el Fab anti-FcRn y FkpA (un polipéptido
periplasmico), se construy6 ligando FkpA al extremo 3' de la secuencia Fab' de PTTOD 1519.g57 Fab' utilizando el
Sitios EcoRI y Ndel (Véase la Figura 7d). El FkpA (SEQ ID N: 30) se construyo6 sintéticamente para eliminar 2 sitios
Puv II, un sitio Sful, un sitio BamHI y un EcoRI, de tal manera que la nueva construccion codificaba un sitio EcoRI 5'
seguido de un sitio de unién ribosoma fuerte, seguido por el codon de inicio nativo, la secuencia sefial y la secuencia
madura de FkpA, terminando en una etiqueta His C-terminal y finalmente un sitio de union a ribosoma fuerte seguido
de un sitio Ndel no codificante. El fragmento de restriccion EcoRI-Ndel se restringié y se ligd en el vector de
expresion de modo que los tres polipéptidos: cadena ligera de Fab', cadena pesada de Fab' y FkpA se codificaron en
un solo ARNm policistrénico.

El plasmido PTTOD 1519.g57 Fab' Skp, un vector de expresion para el Fab anti-FcRn y Skp (un polipéptido
periplasmico), se construy6 ligando skp al extremo 3' de la secuencia Fab' del plasmido PTTOD 1519.g57 Fab'
utilizando los sitios EcoRI y Ndel. El skp (SEQ ID NO: 34) se construyé sintéticamente para eliminar 4 sitios Pst | y
un sitio EcoRV, de modo que la nueva construccion codificaba un sitio EcoRI 5' seguido de un sitio de uniéon al
ribosoma fuerte, seguido del codoén de inicio nativo, la secuencia sefial y la secuencia madura de Skp, terminando en
una etiqueta His C-terminal y, finalmente, un sitio de unién a ribosoma fuerte seguido de un sitio Ndel no codificante.
El fragmento de restriccion EcoRI-Ndel se restringio y se ligd en el vector de expresiéon de modo que los tres
polipéptidos: cadena ligera de Fab', cadena pesada de Fab' y skp se codificaron en un solo ARNm policistronico.

El plasmido PTTOD 1519.g57 Fab' FkpA Skp, un vector de expresion para el Fab anti-FcRn, FkpA y Skp (ambos
polipéptidos periplasmicos) se construyo ligando Skp en el plasmido PTTOD 1519.g57 Fab' FkpA, en el extremo 3'
de la secuencia de FkpA utilizando el sitio Ndel. El Skp (SEQ ID NO: 34) se construy6 sintéticamente para eliminar 4
sitios Pst | y un sitio EcoRV, de manera que la construccion codificaba un sitio Ase | 5' incluyendo el codén de inicio
nativo, la secuencia sefial y la secuencia madura de skp, terminando en una etiqueta His C-terminal y finalmente un
sitio Ndel no codificante. El fragmento de restriccion Asel-Ndel se restringié y se ligd en el vector de expresion de
manera que los cuatro polipéptidos: cadena ligera de Fab', cadena pesada de Fab', FkpA y Skp se codificaron en un
solo ARNm policistrénico.

Fermentacion de PTTOD 1519.g57 Fab', pTTOD 1519.g57 Fab' FkpA, pTTOD 1519.g57 Fab' Skp y pTTOD
1519.957 Fab' FkpA skp en E. coli W3110, MXE012 (E. coli W3110 spr H145A), MXEO016 (E. coli W3110 ATsp, spr
C94A) y MXEOQ17 (E. coliW3110 ATsp, spr H145A). Las cepas de E. coli W3110, MXEO012, MXE016 y MXEOQ17 se
transformaron con los plasmidos pTTOD 1519.g57 Fab', pTTOD 1519.g57 Fab' FkpA, pTTOD 1519.g57 Fab' Skp y
pTTOD 1519.g57 Fab' FkpA Skp generados en el Ejemplo 1. La transformacion de las cepas se llevd a cabo
utilizando el método encontrado en Chung C.T et al. Transformation and storage of bacterial cells in the same
solution. PNAS 86:2172-2175 (1989). Estas cepas transformadas se sometieron a pruebe para determinar la
expresion por fermentacion.

Ejemplo 2: Efecto de las chaperonas en la expresion de Fab': Las cepas mostradas en la Figura 1 se sometieron
a prueba en experimentos de fermentacion de 1 Ly 2,5 L que comparaban la expresion de Fab':
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Medio de crecimiento, inéculo y etapas de fermentacion. El proceso de fermentacion se inicié preparando un
indculo a partir de un vial del banco de células y amplificandolo a través de varias fases de precultivo (matraz y
reactores) antes de sembrar el fermentador de produccion. En el fermentador de produccion, las células se
cultivaron en medios definidos a alta densidad en modo de lotes y alimentacion por lotes. Cuando se alcanzo la
densidad celular deseada, la expresion del Fab' se indujo mediante la adicion de IPTG. La expresion de Fab' esta
dirigida al espacio periplasmico de E. coli, donde Fab' se acumula a lo largo del curso de la fase de induccion. Se
aplicé una fuente de alimentacion de carbono durante la fase de induccion para controlar la expresion y el
crecimiento celular. La temperatura, el oxigeno disuelto (pO2) y el pH se controlaron para mantener el cultivo en
condiciones 6ptimas de cultivo.

Medicion de la concentracion de biomasa y tasa de crecimiento. La concentracion de biomasa se determino
midiendo la densidad 6ptica de los cultivos a 600 nm.

Extraccion periplasmica. Las células se recogieron de muestras de cultivo mediante centrifugacion. La fraccion de
sobrenadante se retuvo (a -20°C) para un analisis adicional. La fraccion de sedimento celular se resuspendio al
volumen de cultivo original en tampon de extraccion (Tris-HCI 100 mM, EDTA 10 mM; pH 7,4). Después de la
incubacion a 60°C durante aproximadamente 10 a 12 horas, el extracto se aclard por centrifugacion y la fraccion de
sobrenadante se utilizo recién obtenida o retenida (a -20°C) para el analisis.

Cuantificacion de Fab'. Las concentraciones de Fab' en extractos periplasmicos y sobrenadantes de cultivo se
determinaron utilizando HPLC con Proteina G. Se cargé una columna HP con Proteina G HiTrap de 1 ml (GE-
Healthcare o equivalente) con analito (pH aproximadamente neutro, 30°C, filtrado a través de 0,2 um) a 2 ml/min, la
columna se lavé con fosfato 20 mM, NaCl 50 mM pH 7,4 y a continuacion se eluy6 Fab' utilizando una inyeccion de
glicina/HCI 50 mM, pH 2,7. El Fab' eluido se midié mediante A280 en un sistema de HPLC Agilent 1100 o0 1200 y se
cuantific6 mediante la referencia a una curva patrén de una proteina Fab' purificada de concentracién conocida.

La Figura 1 muestra los resultados de 46 fermentaciones a la escala de 5 L realizadas con varias combinaciones de
células anfitrionas y "chaperona". W3110 es una cepa de E. coli de tipo salvaje. Las diversas combinaciones fueron:
tipo salvaje sin chaperona, tipo salvaje con FkpA y Skp, spr mutante MXEO16 y A Tsp publicados en el documento
W02011/086136, MXEO016 y FkpA, MXE016 y Skp, MXE016 y FkpA y Skp, MXEO17 descritos en el documento
W02011/086136, MXEQ17 y FkpA 'y Skp.

Los resultados muestran que MXE016, MXEO16 y FkpA, MXEO16 y FkpA y Skp, y MXEO17 y FkpA y Skp mostraron
los mejores niveles de expresion.

Ejemplo 3: Efecto de la velocidad de alimentacion posterior a la induccion

El efecto de tres velocidades de alimentacién posteriores a la induccion 5,4, 6,0 y 7,0 g/h se sometié a prueba en
MXEO016 y MXEOQ16 + FkpA.

Medio de crecimiento, inéculo y etapas de fermentacion. El proceso de fermentacion se inicié preparando un
indculo a partir de un vial del banco de células y amplificandolo a través de varias etapas de precultivo (matraz y
reactores) antes de sembrar el fermentador de produccion. En el fermentador de produccion, las células se
cultivaron en medios definidos a alta densidad en modo de lotes y de alimentacion por lotes. Cuando se alcanzo la
densidad celular deseada, la expresion del Fab' se indujo mediante la adicion de IPTG. La expresion de Fab' esta
dirigida al espacio periplasmico de E. coli, donde Fab' se acumula a lo largo del curso de la fase de induccion. Se
aplicé una fuente de alimentacion de carbono durante la fase de induccion para controlar la expresion y el
crecimiento celular. En este experimento, la velocidad de alimentacién se establecié en tres puntos de ajuste
separados (que se muestran en la figura). La temperatura, el oxigeno disuelto (pO-) y el pH se controlaron para
mantener el cultivo en condiciones 6ptimas de cultivo.

La Figura 2 muestra la cepa MXE016 transformada con plasmidos que no expresan chaperona ni FkpA. La figura
muestra el efecto del aumento de la velocidad de alimentacién posterior a la induccion sobre la produccion y
retencion de Fab' en el periplasma con y sin FkpA. Los datos muestran que cuando la velocidad de alimentacion
aumenta sin la expresion de FKpA, el Fab' adicional producido se pierde en el sobrenadante. Este no es el caso con
la expresion de FkpA donde el Fab' adicional producido a velocidades de alimentacién mas altas se retiene dentro
del periplasma dando como resultado un titulo mas alto.

Ejemplo 4: Analisis de rendimiento y viabilidad celular

Las Figuras 3A y B muestran el efecto sobre la viabilidad celular y el titulo de Fab' en MXE016 transformada con
plasmidos que no expresan chaperona ni FkpA a escala de 20 L. La Figura 3A muestra que la viabilidad celular es
mas baja donde no esta presente FkpA. 3b muestra que los titulos de Fab' fueron mas altos y menos variables para
MXE016 + FkpA.

La Figura 4 muestra que el titulo mas alto con MXE016 + FkpA da como resultado 30% mas de Fab' después de la
recuperacion del producto primario Fab.
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Las Figuras 5 y 6 muestran SDS-PAGE y transferencias Western de anti-etiqueta his de muestras de la recuperacion
primaria de MXEOQ16 sin chaperona y MXEOQ16 con expresion de FkpA.

Las muestras se cargaron de acuerdo con la concentracion de Fab' con 1 pg de Fab' cargado por calle. Los geles
tenian 4-20% de Tris-Glycine Novex y se ejecutaron en condiciones no reductoras a 125 V durante 2 horas. Los
geles se tifieron con colorante Sypro Ruby y se tomaron imagenes. Las transferencias Western se transfirieron a una
membrana de PVDF utilizando un sistema Invitrogen iBlot y a continuacion se bloquearon con solucién de caseina al
1%. Las membranas se sondearon a continuacion con un anticuerpo anti-his conjugado con HRP (Novagen).
Después, las transferencias se desarrollaron con solucion ECL y se tomaron imagenes con un Amersham Life
Sciences HyperProcesser.
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<110> UCB Pharma S.A

<120> Célula anfitriona bacteriana recombinante para la expresion de proteinas
<130> G0164-WO

<150> GB1208367.1
<151>2012-05-14

<160> 82

<170> PatentIn version 3.5
<210>1

<211> 2049

<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 1
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atgaacatgt
ttcgetgtag
catgcgacgg
gacctegate
agccacaacg
ggcgatgaac
aagcgccegtt
accggcaacg
gagttgaacg
ggaaaaacgg
cgtetggege
gaaatcgacc
atgagtttgt
atcaattcga
aaaattgtcg
gatgatgtgg
cctgctggta
gaagaccgcg
gatattccgg
gaaaaacaga
actgaagccg
gataacaacg
ccgetggtgg
atgcaggatt
cagcaatacc
ctgggttctg
cgtaaaggcg
gagaaattcg
tcaggagatt
aaagatcctg
aagcgcaata
gcgacgcegte
aaactggatg
aatatcgcac
gtcaagtaa

<210> 2
<211> 680

tttttagget
aagatatcac
taagtgagcg
aggcatttte
tgctgectgge
tgcgttcagg
ttgagcgtta
acacttataa
cgctgtggga
ataaagaaat
aaaccaacag
cgcataccaa
cgctggaagg
tggtggcagg
gtgttggtca
ttgccttaat
aagggaccaa
cggttaaaat
gcttctatgt
atgtcagcag
tatcgetete
gcaaggttcg
tgctggttga
acggtcgtge
gttcattgaa
tgcagtacac
taacgccaga
aagataacgc
taacggcecctt
agttccagaa
tegtttetet
tggcgegttt
atctaccgaa

tcgatctgge

taccgegtta
gcgtgetgat
cgtaacgtcg
ggccaaaatce
aagcgatgtt
caaactcgac
ccagtacgcect
ccttgaccge
cagtaaagtc
tcgtgaaacc
cgaagatgtt
ctatctttece
tattggcgca
tggtccggea
aacaggcaag
taaagggccg
gacccgtact
gtcggtgaag
gggtttgaca
cgtcatcatc
cggtetgttt
tgaagatagc
ccgcectteagt
gctggttgtg
ccgtatttac
gatccagaaa
catcatcatg
gctgecgtgg
tgaaccggag
catcatgaag
gaattacgct
gaacgaacgc
agattaccag

gaagcttgaa
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gctggectge
caaattcecgg
cgcttcacce
tttgaccget
gaacagttcg
gttttctacg
ttgtcggtac
agcaaagcgc
aaattcgacg
ctgactcgece
ttctegetgg
ccgcgtaata
gtgctgcaaa
gcgaagagta
ccgatggttg
aagggcagta
gtaacgttga
accgtcggta
gacgatgtca
gacctgcegta
attcctgegg
gataccgacg
gcttecggett
ggtgaaccga
gatcagatgt
ttctatcgeg
ccgacgggta
gatagcattg
ctgctgaagg
gatatcgege
gtgcgtgaga
tttaaacgcg
gagccggatce

aaagccagac

ttgcaatagc
tattaaagga
gttctcatta
acctgaatct
cgaaaaagaa
atctctacaa
tggaaaagcc
cctggeccgaa
agttaagcct
gctacaaatt
caatgacggce
ccgaacagtt
tggatgatga
aagctatcag
acgtgattgg
aagttcgtct
cccgtgaacg
aagagaaagt
aagtgcaact
gcaatggcgg
gtceccattgt
gacaggtttt
cagaaatctt
cgtttggtaa
tacgtcctga
ttaacggcgg
atgaagaaac
atgccgcegac
aacataatgc
gcttcaacge
aagagaataa
aaggtaaacc
cttatctgga

ccgeggaaca

30

aggccagacc
agagacgcag
tcgecagttce
gctegattac
aaccgagtta
tctggcgcaa
gatggatttc
aaacgaggct
gaagctgaca
tgccattcegt
gtttgcgegt
caacactgaa
ctacaccgtt
cgttggtgac
ctggegtett
ggaaatttta
tattcgtctce
cggegtgetg
gcagaaactg
tggggegtta
tcaggtcege
ctataaaggc
tgcecgeggea
aggcaccgtt
atggccagceg
cagtacgcaa
ggaaacgggt
ttatgtgaaa
gcgtatcgeg
tatgaaggac
tgaagatgat
ggagttgaag
tgagacggtg

acccgcetcece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2049



<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 2

Met

1

Gln

Leu

Arg

Ser

65

Asn

Glu

Phe

Thr

Lys

Phe

50

Ala

Val

Leu

Phe Arg Leu

Phe

Glu

Thr

Lys

Leu

Gly

Ala

20

Glu

Arg

Ile

Leu

Asp
100

5

vVal

Thr

Ser

Phe

Ala

85

Glu

Thr

Glu

Gln

His

Asp

70

Ser

Leu

Ala

Asp

His

Tyr

55

Arg

Asp

Arg

Leu

Ile

Ala

40

Arg

Tyr

Val

Ser
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Ala

Thr

25

Thr

Gln

Leu

Glu

Gly
105

Gly

10

Arg

Val

Phe

Asn

Gln

90

Lys

Leu

Ala

Ser

Asp

Leu

75

Phe

Leu

Leu

Asp

Glu

Leu

60

Leu

Ala

Asp

31

Ala

Gln

Arg

45

Asp

Asp

Lys

Val

Ile

Ile

Val

Gln

Tyr

Lys

Phe
110

Ala

15

Pro

Thr

Ala

Ser

Lys

95

Tyr

Gly

Val

Ser

Phe

His

80

Thr

Asp



Leu

Leu

Asn

145

Asn

Leu

Tyr

Phe

Asn

225

Leu

Thr

Ala

Pro

Ile

305

Gly

Arg

Glu

Tyr

Ser

130

Leu

Ala

Thr

Lys

Ser

210

Tyr

Ser

Val

Ile

Met

290

Lys

Lys

Leu

Lys

Asn

115

Val

Asp

Leu

Gly

Phe

195

Leu

Leu

Leu

Ile

Ser

275

Val

Gly

Gly

Glu

val
355

Leu

Leu

Arg

Trp

Lys

180

Ala

Ala

Ser

Glu

Asn

260

Val

Asp

Pro

Thr

Asp

340

Gly

Ala

Glu

Ser

Asp

165

Thr

Ile

Met

Pro

Gly

245

Ser

Gly

Val

Lys

Lys

325

Arg

val

Gln

Lys

Lys

150

Ser

Asp

Arg

Thr

Arg

230

Ile

Met

Asp

Ile

Gly

310

Thr

Ala

Leu

Lys

Pro

135

Ala

Lys

Lys

Arg

Ala

215

Asn

Gly

Val

Lys

Gly

295

Ser

Arg

val

Asp

Arg

120

Met

Pro

Vval

Glu

Leu

200

Phe

Thr

Ala

Ala

Ile

280

Trp

Lys

Thr

Lys

Ile
360

Arg

Asp

Trp

Lys

Ile

185

Ala

Ala

Glu

Val

Gly

265

Val

Arg

Val

Val

Met

345

Pro
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Phe

Phe

Pro

Phe

170

Arg

Gln

Arg

Gln

Leu

250

Gly

Gly

Leu

Arg

Thr

330

Ser

Gly

Glu

Thr

Lys

155

Asp

Glu

Thr

Glu

Phe

235

Gln

Pro

Val

Asp

Leu

315

Leu

val

Phe

Arg

Gly

140

Asn

Glu

Thr

Asn

Ile

220

Asn

Met

Ala

Gly

Asp

300

Glu

Thr

Lys

Tyr

32

Tyr

125

Asn

Glu

Leu

Leu

Ser

205

Asp

Thr

Asp

Ala

Gln

285

Val

Ile

Arg

Thr

val
365

Gln

Asp

Ala

Ser

Thr

190

Glu

Pro

Glu

Asp

Lys

270

Thr

Val

Leu

Glu

Val

350

Gly

Tyr

Thr

Glu

Leu

175

Arg

Asp

His

Met

Asp

255

Ser

Gly

Ala

Pro

Arg

335

Gly

Leu

Ala

Tyr

Leu

160

Lys

Arg

Val

Thr

Ser

240

Tyr

Lys

Lys

Leu

Ala

320

Ile

Lys

Thr



Asp

Ser

385

Ala

Val

Gln

Ala

Ala

465

Tyr

Pro

Asn

Pro

Ala

545

Asp

Ile

Phe

val

Asp

370

Val

Val

Arg

val

Ser

450

Leu

Arg

Ala

Gly

Thr

530

Leu

Leu

Ala

Asn

Arg

val

Ile

Ser

Asp

Phe

435

Ala

Val

Ser

Leu

Gly

515

Gly

Pro

Thr

Lys

Ala

595

Glu

Lys

Ile

Leu

Asn

420

Tyr

Ser

Val

Leu

Gly

500

Ser

Asn

Trp

Ala

Asp

580

Met

Lys

Val

Asp

Ser

405

Asn

Lys

Glu

Gly

Asn

485

Ser

Thr

Glu

Asp

Phe

565

Pro

Lys

Glu

Gln

Leu

390

Gly

Gly

Gly

Ile

Glu

470

Arg

Val

Gln

Glu

Ser

550

Glu

Glu

Asp

Asn

Leu

375

Arg

Leu

Lys

Pro

Phe

455

Pro

Ile

Gln

Arg

Thr

535

Ile

Pro

Phe

Lys

Asn

Gln

Ser

Phe

Val

Leu

440

Ala

Thr

Tyr

Tyr

Lys

520

Glu

Asp

Glu

Gln

Arg

600

Glu
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Lys

Asn

Ile

Arg

425

Val

Ala

Phe

Asp

Thr

505

Gly

Thr

Ala

Leu

Asn

585

Asn

Asp

Leu

Gly

Pro

410

Glu

val

Ala

Gly

Gln

490

Ile

Val

Gly

Ala

Leu

570

Ile

Ile

Asp

Glu

Gly

395

Ala

Asp

Leu

Met

Lys

475

Met

Gln

Thr

Glu

Thr

555

Lys

Met

Val

Ala

Lys

380

Gly

Gly

Ser

vVal

Gln

460

Gly

Leu

Lys

Pro

Lys

540

Tyr

Glu

Lys

Ser

Thr

33

Gln

Ala

Pro

Asp

Asp

445

Asp

Thr

Arg

Phe

Asp

525

Phe

Val

His

Asp

Leu

605

Arg

Asn

Leu

Ile

Thr

430

Arg

Tyr

vVal

Pro

Tyr

510

Ile

Glu

Lys

Asn

Ile

590

Asn

Leu

val

Thr

val

415

Asp

Phe

Gly

Gln

Glu

495

Arg

Ile

Asp

Ser

Ala

575

Ala

Tyr

Ala

Ser

Glu

400

Gln

Gly

Ser

Arg

Gln

480

Trp

Val

Met

Asn

Gly

560

Arg

Arg

Ala

Arg
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610

615
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Leu Asn Glu Arg Phe Lys Arg Glu Gly Lys Pro
630

625

635

Asp Asp Leu Pro Lys Asp Tyr Gln Glu Pro Asp

645

650

Thr Val Asn Ile Ala Leu Asp Leu Ala Lys Leu

660

Ala Glu Gln Pro Ala Pro Val Lys
675

<210> 3
<211> 2048
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

680

<223> gen Tsp desactivado mutado

<400> 3
atgaattcgt

taattgtaga
atgcgacggt
acctcgatca
gccacaacgt
gcgatgaact
agcgecegttt
ccggcaacga
agttgaacgc
gaaaaacgga
gtctggegea
aaatcgaccc
tgagtttgtc
tcaattcgat
aaattgtcgg
atgatgtggt
ctgctggtaa

aagaccgegce

ttttaggett
agatatcacg
aagtgagcge
ggcatttteg
gctgectggea
gcgttcagge
tgagcgttac
cacttataac
gctgtgggac
taaagaaatt
aaccaacagc
gcataccaac
gctggaaggt
ggtggcaggt
tgttggtcaa
tgccttaatt
agggaccaag

ggttaaaatg

accgcegttag
cgtgectgatce
gtaacgtcge
gccaaaatct
agcgatgttg
aaactcgacg
cagtacgcectt
cttgaccgca
agtaaagtca
cgtgaaaccc
gaagatgttt
tatctttcce
attggcgcag
ggtceggeag
acaggcaagc
aaagggccga
acccgtactg

tcggtgaaga

665

ctggcctget
aaattccggt
gcttcacceg
ttgaccgcta
aacagttcgce
ttttctacga
tgtcggtact
gcaaagcgcce
aattcgacga
tgactcgceceg
tctegetgge
cgcgtaatac
tgctgcaaat
cgaagagtaa
cgatggttga
agggcagtaa
taacgttgac

ccgtcggtaa

620

Glu Leu Lys Lys Leu

640

Pro Tyr Leu Asp Glu

655

Glu Lys Ala Arg Pro

670

tgcaatagca
attaaaggaa
ttctcattat
cctgaatctg
gaaaaagaaa
tctctacaat
ggaaaagccg
ctggccgaaa
gttaagcctg
ctacaaattt
aatgacggcg
cgaacagttc
ggatgatgac
agctatcagce
cgtgattggce
agttcgtctg
ccgtgaacgt

agagaaagtc

34

ggccagacat
gagacgcagc
cgccagtteg
ctcgattaca
accgagttag
ctggcgcaaa
atggatttca
aacgaggctg
aagctgacag
gccattegte
tttgcgegtyg
aacactgaaa
tacaccgtta
gttggtgaca
tggcgtettg
gaaattttac
attcgtcteg

ggcgtgctgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



atattccggg
aaaaacagaa
ctgaagccegt
ataacaacgg
cgctggtggt
tgcaggatta
agcaataccg
tgggttctgt
gtaaaggcgt
agaaattcga
caggagattt
aagatcctga
agcgcaatat
cgacgcgtct
aactggatga
atatcgcact
tcaagtaa
<210>4

<211> 2889
<212> ADN

cttctatgtg
tgtcagcagce
atcgectctcee
caaggttegt
gctggttgac
cggtcgtgeg
ttcattgaac
gcagtacacg
aacgccagac
agataacgcg
aacggccettt
gttccagaac
cgtttctcetg
ggcgegtttg
tctaccgaaa

cgatctggeg

<213> Escherichia coli

<400> 4
atgccccgea

agtcaggcag
aaccgccagt
ccgcaggcag
gaggcgtacc
tacccgcagg
agcactgcge
gcggtagacce
cgtgagegta
atggcacagg

ggtaacctceg

gcacctggtt
aaacgggatg
atcaggctat
ttaaatcget
aggggctgge
ctgacagtct
cgtatcgcac
gcctggecga
atgeggtgaa
tcagcgcaga

aaactttaag

ggtttgacag
gtcatcatcg
ggtctgttta
gaagatagcg
cgcttcagtg
ctggttgtgg
cgtatttacg
atccagaaat
atcatcatgce
ctgcegtggg
gaaccggagc
atcatgaagg
aattacgctg
aacgaacgct
gattaccagg

aagcttgaaa

caaagcatta
gcagecgatt
acgtctggat
ctcggegetg
acattacctt
ggccgaatat
ggctttctat
tgctattget
cgcetgaatta
aaccattaac

cgacaaacct
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acgatgtcaa
acctgcgtag
ttcetgeggg
ataccgacgg
ctteggette
gtgaaccgac
atcagatgtt
tctatcgegt
cgacgggtaa
atagcattga
tgctgaagga
atatcgcgeg
tgcgtgagaa
ttaaacgcga
agccggatcce

aagccagace

ttgttgttag
caggaaacca
aacggtatgg
gtggtgcceg
gaacatatga
ctcaaaatgce
ctggaagttg
gaacctttge
accatggege
ccggcacace

ggtaatcecgg

agtgcaactg
caatggcggt
tccecattgtt
acaggttttce
agaaatcttt
gtttggtaaa
acgtcctgaa
taacggcgge
tgaagaaacg
tgccgegact
acataatgcg
cttcaacgct
agagaataat
aggtaaaccg
ttatctggat

cgcggaacaa

ttgccctttg
tcegtaaaag
tggtcttget
ttgggtcget
gtctgatggg
acggcggtag
agaacgacgc
tcgacaagaa
gtacgegtga
ccggttcaaa

tgcagcaggce

35

cagaaactgg
ggggcgttaa
caggtccgeg
tataaaggcc
gccgcggcaa
ggcaccgttce
tggccagege
agtacgcaac
gaaacgggtg
tatgtgaaat
cgtatcgcga
atgaaggaca
gaagatgatg
gagttgaaga
gagacggtga

ccegetececeg

ggcaccctta
tgataaagat
ggtttctgat
ggaagatccc
gtcgaaaaag
tcacaatgcce
cttgcctggt
atatgccgaa
cgggatgege
gttttctggt

gctgaaagat

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2048

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



ttccacgaga
ctgcecggagt
aaaaaaccgyg
tacgtccctg
gcgaagttcece
ggtacacttt
gatcctatcg
ggcctggeta
gaaaaaggca
cgttatcecgt
cgcgttectg
gcagtaaagg
ccgaaagagc
atcagcgcac
ccagagctta
gaccatccag
tattttgcca
gacagcgccce
gatcagttaa
ggccttatgg
ctcgaggggt
tataaccaga
gcgcagatge
tccattacgt
gagtttatgg
caaaaacagt
aaaaaacaat
gtatttgtac
cagatcgtac
gtgtttgegt

aatgataaac

agtactattc
tggcaaaaat
aaatcaccgt
cgctgecegeg
gtagtaaaac
ctgactggct
tcaacggcaa
atcgecgatca
ttgataaaca
cgatcaccceg
ttgagcatac
aacgtctgge
cgcacaacaa
aaactttegce
acccttatat
agctgattgt
gcgagcccaa
gcaatcaggt
gcaaccaggc
ttaatgctaa
actttagcta
tgatggattc
tctegecaagt
tgaaagaggt
ttatcggcaa
tgggcgectga
ccgtcatctt
cgactggcta
agccgtggtt
ttccaatgag

agccttcatt

cgccaatttg
ggcggeggac
gcecggtagtce
taaagtgttg
cgatgaattg
gcaaaagcag
cagcggcgta
ggttgtggeg
atacttcgat
tgatatggat
gctggatgca
gatgatgacg
aacggcttac
cgactggcag
tcctgatgat
tgatgagtcg
agctgatgtc
gatgtttgceg
gtcggttggt
tggttacacc
tacecgectacg
cgcagaaaag
gcecgtacttce
gctggcectat
catgaccgag
tggttcagag
tgaaaaagcce
cgatgaatac
ctacaatcag
cgtggggegt

cttgtgggag
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atgaaggcgg
acctttggte
accgacgcgce
cgcgttgagt
attacctate
ggattagttg
ttagcgatct
gcaattttta
gaactggcga
tacgtcgaat
gtcaatattg
ccgcagaatg
tttgtcgatg
aaaaaagccg
ttctegetga
aatctgcgeg
agcctgattt
ctcaatgatt
ggcataagtt
cagcgtctge
gaagatcagc
ggtaaagcgt
tcgcgagatg
cgcgacgcect
gcccaggcaa
tggtgtcgaa
ggtaacagca
accagctcag
ttgcgtaceg
cagtggggca

cgttacaagg

ttatttacag
gcgtgeccgaa
aaaagggcat
ttcgcatcga
tgattggcaa
agggcattag
ctgecgtettt
gctatctcaa
atgtgctgga
ggctggcaga
ccgatcggta
cgcgtatctg
cgcegtatca
ccgacattgce
ttaagtcaga
tggtgtatge
tgcgtaatce
atctcgcagg
tttccaccaa
cgcagcetgtt
ttgagcagge
ttgagcaggc
aacggcgtaa
taaaatcagg
caacgctgge
acaaagatgt
ccgactecege
cctatagcetce
aagaacaatt
tgggcttect

cgttttteccece

36

taataaaccg
caaagagagc
tatcattcat
taacaactca
tegecageccea
cgccaactce
aaccgataaa
tctgttacgt
tatcgacttce
taccatgatt
cgatgctaaa
gtatatcagce
ggtcgataaa
gctctetttg
gaagaaatac
gccaagccgt
gaaagccatg
gctggegett
cgctaacaac
ccaggcattg
gaagtcctgg
gattatgcce
aattttgccce
ggctcgacca
acgcgatgtg
agtggtcgat
actggcagceg
tctgttgggg
gggctatgece
tttgcaaagce

aaccgcagag

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



gcaaaattgc
cagatgctgc
gatcgcggca
acgccgcaaa
attctgtcege
tggaaagtgt
aatgagtga
<210>5

<211> 962
<212> PRT

gagcgatgaa
aggcaccgca
atatgcgcett
aacttgctga
agatttccgg

gggagaacgt

<213> Escherichia coli

<400> 5

Met Pro Arg Ser Thr

1

Trp Ala

Thr Tle

Leu Asp

Lys Ser

65

Glu Ala

Ser

Gly

Met His

Pro

Arg

Asn

Leu

Tyr

Lys

Gly

5

Leu Ser

20

Lys Ser

Gly Met
Ser Ala
Gln

Gly

Lys
100

Tyr

Gly Ser

115

Phe Tyr

130

Leu Ala

145

Arg Glu

Leu

Asp

Arg

Glu Val

Ala Ile

Gln

Asp

Val

Leu

70

Leu

Pro

His

Glu

Ala

gccagatgag
aacgctcggce
cgattcgegt
tttcttcecat
cagccagaac

cagcgcegttg

Phe Lys

Ala Glu

Lys Asp

40

Val
55

Leu

Val

Val

Ala

His

Gln

Ala

Ala
120

Asn

Asn
135

Asp

Glu Pro

150

Asn Ala

Val

Asn Ala

Ala

Thr

25

Asn

Leu

Pro

Tyr

Asp

105

Ser

Ala

Leu

Glu

ES 2704 425 T3

tttgcgcaaa
gaagaagcat
gataaaatcg
caggcggtgg
gggaaagccg

cagcCaaacaa

Leu Leu

10

Gly

Arg

Val

val
75

Leu
90

Ser

Thr

Pro

Leu

Leu

155

Leu

Trp

Gln

Ser

Gly

Glu

Leu

Ala

Asp

Thr

tccagcagge
cgaagttaag
tggcccagat
tcgagcegea
aatatgtaca

tgccectgat

Leu Leu

Gln Pro

30

Gln
45

Tyr
Asp Pro
Ser Leu
Met

His

Ala Glu

Val

Ile

Ala

Gln

Glu

Ser

Tyr

ggtaattacc
taaagatttc
aaaactgctg
aggcatggcet
ccctgaaggce

gagtgaaaag

Ala
15

Leu
Gln Glu
Ile Arg
Ala

Val

Pro
80

Asp

Leu Met

95

Leu Lys

110

Pro Tyr

125

Gly Ala

140

Lys Lys

Met Ala

37

Arg

Val

Tyr

Arg

Thr Ala

Asp Arg

Ala Glu

160

Thr Arg

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2889



Asp

His

Lys

Tyr

225

Leu

Asn

Ala

val

Ser

305

Gly

Ser

Ile

Val

Asp

385

Arg

Gly

Pro

Pro

210

Tyr

Pro

Lys

Gln

Leu

290

Lys

Thr

Ala

Ser

Ala

370

Lys

Tyr

Met

Gly

195

Gly

Ser

Glu

Glu

Lys

275

Arg

Thr

Leu

Asn

Ala

355

Ala

Gln

Pro

Arg

180

Ser

Asn

Ala

Leu

Ser

260

Gly

val

Asp

Ser

Ser

340

Ser

Ile

Tyr

Ser

165

Met

Lys

Pro

Asn

Ala

245

Lys

Ile

Glu

Glu

Asp

325

Asp

Leu

Phe

Phe

Ile
405

Ala

Phe

Val

Leu

230

Lys

Lys

Ile

Phe

Leu

310

Trp

Pro

Thr

Ser

Asp

390

Thr

Gln

Ser

Gln

215

Met

Met

Pro

Ile

Arg

295

Ile

Leu

Ile

Asp

Tyr

375

Glu

Arg

Val

Gly

200

Gln

Lys

Ala

Glu

His

280

Ile

Thr

Gln

val

Lys

360

Leu

Leu

Asp
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Ser

185

Gly

Ala

Ala

Ala

Ile

265

Tyr

Asp

Tyr

Lys

Asn

345

Gly

Asn

Ala

Met

170

Ala

Asn

Leu

Val

Asp

250

Thr

val

Asn

Leu

Gln

330

Gly

Leu

Leu

Asn

Asp
410

Glu

Leu

Lys

Ile

235

Thr

Val

Pro

Asn

Ile

315

Gly

Asn

Ala

Leu

val

395

Tyr

Thr

Glu

Asp

220

Tyr

Phe

Pro

Ala

Ser

300

Gly

Leu

Ser

Asn

Arg

380

Leu

Val

38

Ile

Thr

205

Phe

Ser

Gly

Val

Leu

285

Ala

Asn

Val

Gly

Arg

365

Glu

Asp

Glu

Asn

190

Leu

His

Asn

Arg

Val

270

Pro

Lys

Arg

Glu

val

350

Asp

Lys

Ile

Trp

175

Pro

Ser

Glu

Lys

Vval

255

Thr

Arg

Phe

Ser

Gly

335

Leu

Gln

Gly

Asp

Leu
415

Ala

Asp

Lys

Pro

240

Pro

Asp

Lys

Arg

Pro

320

Ile

Ala

Val

Ile

Phe

400

Ala



Asp

Ile

Met

His

465

Ile

Ala

Leu

Glu

Glu

545

Asp

Gly

Ser

Tyr

Phe

625

Tyr

Ala

Thr

Ala

Thr

450

Asn

Ser

Leu

Ile

Ser

530

Pro

Ser

Leu

Phe

Thr

610

Ser

Asn

Ile

Met

Asp

435

Pro

Lys

Ala

Ser

Lys

515

Asn

Lys

Ala

Ala

Ser

595

Gln

Tyr

Gln

Met

Ile

420

Arg

Gln

Thr

Gln

Leu

500

Ser

Leu

Ala

Arg

Leu

580

Thr

Arg

Thr

Met

Pro
660

Arg

Tyr

Asn

Ala

Thr

485

Pro

Glu

Arg

Asp

Asn

565

Asp

Asn

Leu

Ala

Met

645

Ala

Val

Asp

Ala

Tyr

470

Phe

Glu

Lys

Val

Val

550

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

630

Asp

Gln

Pro

Ala

Arg

455

Phe

Ala

Leu

Lys

val

535

Ser

Val

Leu

Asn

Gln

615

Glu

Ser

Met

val

Lys

440

Ile

Vval

Asp

Asn

Tyr

520

Tyr

Leu

Met

Ser

Asn

600

Leu

Asp

Ala

Leu

Glu

425

Ala

Trp

Asp

Trp

Pro

505

Asp

Ala

Ile

Phe

Asn

585

Gly

Phe

Gln

Glu

Ser
665
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His

Val

Tyr

Ala

Gln

490

Tyr

His

Pro

Leu

Ala

570

Gln

Leu

Gln

Leu

Lys

650

Gln

Thr

Lys

Ile

Pro

475

Lys

Ile

Pro

Ser

Arg

555

Leu

Ala

Met

Ala

Glu

635

Gly

val

Leu

Glu

Ser

460

Tyr

Lys

Pro

Glu

Arg

540

Asn

Asn

Ser

Val

Leu

620

Gln

Lys

Pro

39

Asp

Arg

445

Pro

Gln

Ala

Asp

Leu

525

Tyr

Pro

Asp

Val

Asn

605

Leu

Ala

Ala

Tyr

Ala

430

Leu

Lys

val

Ala

Asp

510

Ile

Phe

Lys

Tyr

Gly

590

Ala

Glu

Lys

Phe

Phe
670

Val

Ala

Glu

Asp

Asp

495

Phe

Val

Ala

Ala

Leu

575

Gly

Asn

Gly

Ser

Glu

655

Ser

Asn

Met

Pro

Lys

480

Ile

Ser

Asp

Ser

Met

560

Ala

Ile

Gly

Tyr

Trp

640

Gln

Arg
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Asp Glu Arg Arg Lys Ile Leu Pro Ser Ile Thr Leu Lys Glu Val Leu
675 680 685

Ala Tyr Arg Asp Ala Leu Lys Ser Gly Ala Arg Pro Glu Phe Met Val
690 695 700

Ile Gly Asn Met Thr Glu Ala Gln Ala Thr Thr Leu Ala Arg Asp Val
705 710 715 720

Gln Lys Gln Leu Gly Ala Asp Gly Ser Glu Trp Cys Arg Asn Lys Asp
725 730 735

Val val vVal Asp Lys Lys Gln Ser Val Ile Phe Glu Lys Ala Gly Asn
740 745 750

Ser Thr Asp Ser Ala Leu Ala Ala Val Phe Val Pro Thr Gly Tyr Asp
755 760 765

Glu Tyr Thr Ser Ser Ala Tyr Ser Ser Leu Leu Gly Gln Ile Val Gln
770 775 780

Pro Trp Phe Tyr Asn Gln Leu Arg Thr Glu Glu Gln Leu Gly Tyr Ala
785 790 795 800

Val Phe Ala Phe Pro Met Ser Val Gly Arg Gln Trp Gly Met Gly Phe
805 810 815

Leu Leu Gln Ser Asn Asp Lys Gln Pro Ser Phe Leu Trp Glu Arg Tyr
820 825 830

Lys Ala Phe Phe Pro Thr Ala Glu Ala Lys Leu Arg Ala Met Lys Pro
835 840 845

Asp Glu Phe Ala Gln Ile Gln Gln Ala Val Ile Thr Gln Met Leu Gln
850 855 860

Ala Pro Gln Thr Leu Gly Glu Glu Ala Ser Lys Leu Ser Lys Asp Phe
865 870 875 880

Asp Arg Gly Asn Met Arg Phe Asp Ser Arg Asp Lys Ile Val Ala Gln
885 890 895

Ile Lys Leu Leu Thr Pro Gln Lys Leu Ala Asp Phe Phe His Gln Ala
900 905 910

Val Val Glu Pro Gln Gly Met Ala Ile Leu Ser Gln Ile Ser Gly Ser
915 920 925

Gln Asn Gly Lys Ala Glu Tyr Val His Pro Glu Gly Trp Lys Val Trp
930 935 940

Glu Asn Val Ser Ala Leu Gln Gln Thr Met Pro Leu Met Ser Glu Lys
945 950 955 960

Asn Glu
<210> 6
40



<211> 2889
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2704 425 T3

<223> gen de proteasa lll desactivado mutado

<400> 6
attccccgea

tgtcaggcag
aaccgccagt
ccgcaggcag
gaggcgtace
tacccgecagg
agcactgcge
gcggtagacce
cgtgagcgta
atggcacagg
ggtaacctcg
ttccacgaga
ctgeccggagt
aaaaaaccgg
tacgtccctg
gcgaagttcce
ggtacacttt
gatcctatceg
ggcctggecta

gaaaaaggca

gcacctggtt
aaacgggatg
atcaggctat
ttaaatcget
aggggctgge
ctgacagtct
cgtatcgcac
gcectggecga
atgcggtgaa
tcagcgcaga
aaactttaag
agtactattc
tggcaaaaat
aaatcaccgt
cgctgeegeg
gtagtaaaac
ctgactggct
tcaacggcaa
atcgcgatca

ttgataaaca

caaagcatta
gcagccgatt
acgtctggat
ctcggegetg
acattacctt
ggccgaatat
ggctttctat
tgctattget
cgctgaatta
aaccattaac
cgacaaacct
cgccaatttg
ggcggcggac
gccggtagte
taaagtgttg
cgatgaattg
gcaaaagcag
cagcggcgta
ggttgtggeg

atacttcgat

ttgttgttag
caggaaacca
aacggtatgg
gtggtgcccg
gaacatatga
ctcaaaatgce
ctggaagttg
gaacctttge
accatggcge
ccggcacace
ggtaatccgg
atgaaggcgg
acctttggtce
accgacgcgce
cgcgttgagt
attacctatc
ggattagttg
ttagcgatct
gcaattttta

gaactggcga

ttgccctttg
tccgtaaaag
tggtcttget
ttgggtcget
gtctgatggg
acggcggtag
agaacgacgc
tcgacaagaa
gtacgcgtga
ccggttcaaa
tgcagcaggce
ttatttacag
gcgtgeccgaa
aaaagggcat
ttcgcatecga
tgattggcaa
agggcattag
ctgegtettt
gctatctcaa

atgtgctgga

41

ggcacattaa
tgataaagat
ggtttctgat
ggaagatccce
gtcgaaaaag
tcacaatgcce
cttgecctggt
atatgccgaa
cgggatgcge
gttttctggt
gctgaaagat
taataaaccg
caaagagagc
tatcattcat
taacaactca
tcgcagececa
cgccaactce
aaccgataaa
tctgttacgt

tatcgacttce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



cgttatcegt
cgcgttectg
gcagtaaagg
ccgaaagagc
atcagcgcac
ccagagcectta
gaccatccag
tattttgcca
gacagcgccce
gatcagttaa
ggccttatgg
ctcgaggggt
tataaccaga
gcgcagatge
tccattacgt
gagtttatgg
caaaaacagt
aaaaaacaat
gtatttgtac
cagatcgtac
gtgtttgegt
aatgataaac
gcaaaattgce
cagatgctgce
gatcgcggca
acgccgcaaa
attctgtege
tggaaagtgt
aatgagtga
<210>7

<211> 1425
<212> ADN

cgatcaccceg
ttgagcatac
aacgtctgge
cgcacaacaa
aaactttcge
acccttatat
agctgattgt
gcgagcccaa
gcaatcaggt
gcaaccaggc
ttaatgctaa
actttagcta
tgatggattc
tctcgcaagt
tgaaagaggt
ttatcggcaa
tgggcgcetga
ccgtcatcett
cgactggcta
agccgtggtt
ttccaatgag
agccttcatt
gagcgatgaa
aggcaccgca
atatgcgcett
aacttgctga
agatttccgg

gggagaacgt

<213> Escherichia coli

<400> 7

tgatatggat
gctggatgeca
gatgatgacg
aacggcttac
cgactggcag
tcctgatgat
tgatgagtcg
agctgatgtc
gatgtttgceg
gtcggttggt
tggttacacc
taccgctacg
cgcagaaaag
gccgtactte
gctggectat
catgaccgag
tggttcagag
tgaaaaagcc
cgatgaatac
ctacaatcag
cgtggggcgt
cttgtgggag
gccagatgag
aacgctcggce
cgattcgegt
tttcttccat
cagccagaac

cagcgcegttg
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tacgtcgaat
gtcaatattg
ccgcagaatg
tttgtcgatg
aaaaaagccg
ttctegetga
aatctgcgeg
agcctgattt
ctcaatgatt
ggcataagtt
cagcgtctge
gaagatcagce
ggtaaagcgt
tcgecgagatg
cgcgacgect
gcccaggcaa
tggtgtcgaa
ggtaacagca
accagctcag
ttgcgtaccg
cagtggggca
cgttacaagg
tttgcgcaaa
gaagaagcat
gataaaatcg
caggcggtgg
gggaaagccg

cagcaaacaa

ggctggcaga
ccgatcggta
cgcgtatctg
cgccgtatca
ccgacattge
ttaagtcaga
tggtgtatge
tgcgtaatcce
atctcgcagg
tttccaccaa
cgcagctgtt
ttgagcaggce
ttgagcaggce
aacggcgtaa
taaaatcagg
caacgctgge
acaaagatgt
ccgactccge
cctatagctce
aagaacaatt
tgggcttect
cgttttteece
tccagcagge
cgaagttaag
tggcccagat
tcgagccgea
aatatgtaca

tgcecectgat

42

taccatgatt
cgatgctaaa
gtatatcagce
ggtcgataaa
gctctetttg
gaagaaatac
gccaagccegt
gaaagccatg
gctggegett
cgctaacaac
ccaggcattg
gaagtcctgg
gattatgccce
aattttgccce
ggctcgacca
acgcgatgtg
agtggtcgat
actggcagcg
tctgttgggg
gggctatgcce
tttgcaaagce
aaccgcagag
ggtaattacc
taaagatttc
aaaactgctg
aggcatggcet
ccctgaagge

gagtgaaaag

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2889



atgaaaaaaa
ccgctetetg
cttgcaccga
acaaccgtta
ccgttetgee
ggtaatggtg
gccgataaag
gttcaactga
gatatcgcge
tctgatgcac
gagacggtaa
tacgaaaact
gttaacctga
aacatcggta
gtggaatacg
gaactggcga
cctaattcct
ggtaagccga
agcaaactga
cagcagagca
gagatgagca
ccggcetgege
gtgaaaaaca
aacattcagc
<210>8

<211> 474
<212> PRT

ccacattagce
caacggcggce
tgctcgaaaa
atacgecegeg
aggaaggttc
gcggccagea
gctatgtegt
gcgatggeceg
tgatccaaat
tgcgegtggg
cttcegggat
tcatccagac
acggcgaact
tecggttttge
gccaggtgaa
aagcgatgaa
ccgcetgceaaa
tcagcagcett
ccetgggett
gccagaatca
acaaaggcaa
agatcggcect
tecgetgaact

gcggcgacag

<213> Escherichia coli

<400> 8

actgagtgca
tgagacttct
ggtgatgcct
tatgccgegt
tcegttecag
acagaaattc
caccaacaac
taagttcgac
ccagaacccg
tgattacacc
tgtctctgeg
cgatgcagecg
gatcggtatc
tatcccgagt
acgcggtgag
agttgacgcce
agcgggcatt
tgccgcactg
actgcgcgac
ggttgattcc
agatcagggce
gaagaaaggt
gcgtaaagtt

caccatctac
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ctggctctga
tcagcaacga
tcagtggtca
aatttccage
agctctceegt
atggcgetgg
cacgttgttg
gcgaagatgg
aaaaacctga
gtagcgattg
ctggggcgta
atcaaccgtg
aacaccgcga
aacatggtga
ctgggtatta
cagcgcggtg
aaagcgggtg
cgtgctcagg
ggtaagcagg
agctccatct
gtggtagtga
gatgtgatta
ctcgacagca

ctgttaatge

Met Lys Lys Thr Thr Leu Ala Leu Ser Ala Leu

1

5

10

Leu Ala Leu Ser Pro Leu Ser Ala Thr Ala Ala

gtttaggttt
cagcccagca
gcattaacgt
agttcttegg
tctgeccaggg
gttceggegt
ataacgcgac
ttggcaaaga
ccgcaattaa
gtaacccgtt
gcggectgaa
gtaactcecgg
tcctegeacce
aaaacctgac
tggggactga
ctttegtaag
atgtgatcac
tgggtactat
ttaacgtgaa
tcaacggcat
acaacgtgaa
ttggcgcgaa
aaccgtctgt

agtaa

ggcgttatct
gatgccaagc
agaaggtagc
tgatgattct
tggccaggge
catcattgat
ggtcattaaa
tcecgegetcet
gatggcggat
tggtctggge
tgccgaaaac
tggtgcgetg
ggacggcgge
ctcgcagatg
gctgaactcc
ccaggttctg
ctcactgaac
gccggtagge
cctggaactg
tgaaggcgcet
aacgggcact
ccagcaggca

gctggcactce

Ala Leu Ser Leu Gly

15

Glu Thr Ser Ser Ala

43

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1425



Thr

Met

Thr

Pro

Gly

Leu

Asn

Asp

145

Asp

Lys

Ile

Ser

Ile

225

val

Pro

Thr

Pro

50

Pro

Phe

Gly

Gly

Asn

130

Gly

Ile

Met

Gly

Ala

210

Gln

Asn

Asp

Ala

35

Ser

Arg

Cys

Gln

Ser

115

His

Arg

Ala

Ala

Asn

195

Leu

Thr

Leu

Gly

20

Gln

Vval

Met

Gln

Gly

100

Gly

Val

Lys

Leu

Asp

180

Pro

Gly

Asp

Asn

Gly
260

Gln

val

Pro

Glu

85

Gly

Val

val

Phe

Ile

165

Ser

Phe

Arg

Ala

Gly

245

Asn

Met

Ser

Arg

Gly

Asn

Ile

Asp

Asp

150

Gln

Asp

Gly

Ser

Ala

230

Glu

Ile

Pro

Ile

55

Asn

Ser

Gly

Ile

Asn

135

Ala

Ile

Ala

Leu

Gly

215

Ile

Leu

Gly

Ser

40

Asn

Phe

Pro

Gly

Asp

120

Ala

Lys

Gln

Leu

Gly

200

Leu

Asn

Ile

Ile
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25

Leu

Vval

Gln

Phe

Gly

105

Ala

Thr

Met

Asn

Arg

185

Glu

Asn

Arg

Gly

Gly
265

Ala

Glu

Gln

Gln

90

Gln

Asp

Val

val

Pro

170

Val

Thr

Ala

Gly

Ile

250

Phe

Pro

Gly

Phe

Ser

Gln

Lys

Ile

Gly

155

Lys

Gly

val

Glu

Asn

235

Asn

Ala

Met

Ser

60

Phe

Ser

Gln

Gly

Lys

140

Lys

Asn

Asp

Thr

Asn

220

Ser

Thr

Ile

44

Leu

45

Thr

Gly

Pro

Lys

Tyr

125

Vval

Asp

Leu

Tyr

Ser

205

Tyr

Gly

Ala

Pro

30

Glu

Thr

Asp

Phe

Phe

110

Vval

Gln

Pro

Thr

Thr

190

Gly

Glu

Gly

Ile

Ser
270

Lys

Val

Asp

Cys

95

Met

Val

Leu

Arg

Ala

175

Val

Ile

Asn

Ala

Leu

255

Asn

Val

Asn

Ser

Gln

Ala

Thr

Ser

Ser

160

Ile

Ala

vVal

Phe

Leu

240

Ala

Met



10

Val Lys Asn
275

Gly Glu Leu
290

Ala Met Lys
305

Pro Asn Ser

Thr Ser Leu

Gln Val Gly
355

Arg Asp Gly
370

Gln Asn Gln
385

Glu Met Ser

Lys Thr Gly

Ile Ile Gly
435

Lys Val Leu
450

Gly Asp Ser
465

<210>9
<211> 1425
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> DegP mutado

<400> 9

atgaaaaaaa ccacattagc actgagtgca ctggectctga gtttaggttt ggegttatcet

Leu

Gly

Val

Ser

Asn

340

Thr

Lys

val

Asn

Thr

420

Ala

Asp

Thr

Thr

Ile

Asp

Ala

325

Gly

Met

Gln

Asp

Lys

405

Pro

Asn

Ser

Ile

Ser

Met

Ala

310

Ala

Lys

Pro

val

Ser

390

Gly

Ala

Gln

Lys

Tyr
470

Gln

Gly

295

Gln

Lys

Pro

Val

Asn

375

Ser

Lys

Ala

Gln

Pro

455

Leu

Met

280

Thr

Arg

Ala

Ile

Gly

360

Val

Ser

Asp

Gln

Ala

440

Ser

Leu

ES 2704 425 T3

Vval

Glu

Gly

Gly

Ser

345

Ser

Asn

Ile

Gln

Ile

425

Vval

Val

Met

Glu

Leu

Ala

Ile

330

Ser

Lys

Leu

Phe

Gly

410

Gly

Lys

Leu

Gln

Tyr

Asn

Phe

315

Lys

Phe

Leu

Glu

Asn

395

val

Leu

Asn

Ala

Gly

Ser

300

Val

Ala

Ala

Thr

Leu

380

Gly

Val

Lys

Ile

Leu
460

45

Gln

285

Glu

Ser

Gly

Ala

Leu

365

Gln

Ile

Val

Lys

Ala

445

Asn

Vval

Leu

Gln

Asp

Leu

350

Gly

Gln

Glu

Asn

Gly

430

Glu

Ile

Lys

Ala

Val

Vval

335

Arg

Leu

Ser

Gly

Asn

415

Asp

Leu

Gln

Arg

Lys

Leu

320

Ile

Ala

Leu

Ser

Ala

400

Val

vVal

Arg

Arg

60
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ccgctetetg
cttgcaccga
acaaccgtta
ccgttetgece
ggtaatggtg
gccgataaag
gttcaactga
gatatcgcgce
tctgatgecac
gagacggtaa
tacgaaaact
gttaacctga
aacatcggta
gtggaatacg
gaactggcga
cctaattcecct
ggtaagccga
agcaaactga
cagcagagca
gagatgagca
ccggetgege
gtgaaaaaca
aacattcagc
<210>10

<211> 474
<212> PRT

caacggcggce
tgctcgaaaa
atacgccgeg
aggaaggttc
gcggccagca
gctatgtegt
gcgatggeceg
tgatccaaat
tgcgegtggg
cttcecgggat
tcatccagac
acggcgaact
teggttttge
gccaggtgaa
aagcgatgaa
ccgcectgcaaa
tcagcagcett
ccetgggett
gccagaatca
acaaaggcaa
agatcggect
tcgectgaact

gcggegacag

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> DegP mutado

<400> 10

tgagacttct
ggtgatgcct
tatgccgegt
tcegttcecag
acagaaattc
caccaacaac
taagttcgac
ccagaacccg
tgattacacc
tgtctctgeg
cgatgcagecg
gatcggtatc
tatcccgagt
acgcggtgag
agttgacgcc
agcgggcatt
tgccgcactg
actgcgcgac
ggttgattcc
agatcagggce
gaagaaaggt
gcgtaaagtt

caccatctac

ES 2704 425 T3

tcagcaacga
tcagtggtca
aatttccagce
agctctccgt
atggegetgg
cacgttgttg
gcgaagatgg
aaaaacctga
gtagcgattg
ctggggcgta
attaatcgtg
aacaccgcga
aacatggtga
ctgggtatta
cagcgeggtg
aaagcgggtg
cgtgctcagg
ggtaagcagg
agctccatct
gtggtagtga
gatgtgatta
ctcgacagca

ctgttaatge

cagcccagca
gcattaacgt
agttcttcgg
tctgeccaggg
gttcecggegt
ataacgcgac
ttggcaaaga
ccgcaattaa
gtaacccgtt
gcggectgaa
gtaacgccgg
tcctegeacce
aaaacctgac
tggggactga
ctttcgtaag
atgtgatcac
tgggtactat
ttaacgtgaa
tcaacggcat
acaacgtgaa
ttggcgcgaa
aaccgtctgt

agtaa

gatgccaagc
agaaggtagc
tgatgattct
tggccagggce
catcattgat
ggtcattaaa
tcegegetcet
gatggcggat
tggtctggge
tgccgaaaac
tggtgcgetg
ggacggcegge
ctcgcagatg
gctgaactcc
ccaggttctg
ctcactgaac
gccggtagge
cctggaactg
tgaaggcgcet
aacgggcact
ccagcaggca

gctggcactc

Met Lys Lys Thr Thr Leu Ala Leu Ser Ala Leu Ala Leu Ser Leu Gly

1

5

10

15

Leu Ala Leu Ser Pro Leu Ser Ala Thr Ala Ala Glu Thr Ser Ser Ala

20

25

30

46

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1425



Thr

Met

Thr

65

Pro

Gly

Leu

Asn

Asp

145

Asp

Lys

Ile

Ser

Ile

225

Val

Pro

val

Thr

Pro

50

Pro

Phe

Gly

Gly

Asn

130

Gly

Ile

Met

Gly

Ala

210

Gln

Asn

Asp

Lys

Ala

35

Ser

Arg

Cys

Gln

Ser

115

His

Arg

Ala

Ala

Asn

195

Leu

Thr

Leu

Gly

Asn

Gln

Val

Met

Gln

Gly

100

Gly

Val

Lys

Leu

Asp

180

Pro

Gly

Asp

Asn

Gly

260

Leu

Gln

Vval

Pro

Glu

85

Gly

Val

Val

Phe

Ile

165

Ser

Phe

Arg

Ala

Gly

245

Asn

Thr

Met

Ser

Arg

70

Gly

Asn

Ile

Asp

Asp

150

Gln

Asp

Gly

Ser

Ala

230

Glu

Ile

Ser

Pro

Ile

55

Asn

Ser

Gly

Ile

Asn

135

Ala

Ile

Ala

Leu

Gly

215

Ile

Leu

Gly

Gln

Ser

40

Asn

Phe

Pro

Gly

Asp

120

Ala

Lys

Gln

Leu

Gly

200

Leu

Asn

Ile

Ile

Met

ES 2704 425 T3

Leu

val

Gln

Phe

Gly

105

Ala

Thr

Met

Asn

Arg

185

Glu

Asn

Arg

Gly

Gly

265

val

Ala

Glu

Gln

Gln

90

Gln

Asp

Val

Val

Pro

170

Val

Thr

Ala

Gly

Ile

250

Phe

Glu

Pro

Gly

Phe

75

Ser

Gln

Lys

Ile

Gly

155

Lys

Gly

Val

Glu

Asn

235

Asn

Ala

Tyr

Met

Ser

Phe

Ser

Gln

Gly

Lys

140

Lys

Asn

Asp

Thr

Asn

220

Ala

Thr

Ile

Gly

47

Leu

45

Thr

Gly

Pro

Lys

Tyr

125

Val

Asp

Leu

Tyr

Ser

205

Tyr

Gly

Ala

Pro

Gln

Glu

Thr

Asp

Phe

Phe

110

Val

Gln

Pro

Thr

Thr

190

Gly

Glu

Gly

Ile

Ser

270

val

Lys

val

Asp

Cys

95

Met

val

Leu

Arg

Ala

175

val

Ile

Asn

Ala

Leu

255

Asn

Lys

Val

Asn

Ser

Gln

Ala

Thr

Ser

Ser

160

Ile

Ala

Val

Phe

Leu

240

Ala

Met

Arg
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15
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275 280

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Gly Asp Ser Thr Ile Tyr Leu Leu Met Gln
465 470

<210> 11

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico 5' para la region del gen DegP mutado que comprende el sitio de restriccion Asel

<400> 11
ctgcctgega ttttcgecgg aacg 24

<210> 12

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico 3' para la region del gen DegP mutado que comprende el sitio de restriccion Asel

<400> 12
cgcatggtac gtgccacgat atcc 24

<210> 13
48

285

Glu

Ser

Gly

Ala

Leu

365

Gln

Ile

Val

Lys

Ala

445

Asn

Leu

Gln

Asp

Leu

350

Gly

Gln

Glu

Asn

Gly

430

Glu

Ile

Ala

val

Val

335

Arg

Leu

Ser

Gly

Asn

415

Asp

Leu

Gln

Lys

Leu

320

Ile

Ala

Leu

Ser

Ala

400

Val

val

Arg

Arg
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15

20

25

30

35

<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico 5' para la region del gen Tsp mutado que comprende el sitio de restriccion Asel

<400> 13

gggaaatgaa cctgagcaaa acgc 24

<210> 14
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico 3' para la regién del gen Proteasa Il mutado que comprende el sitio de restriccion

Asel <400> 14
gggaaaggcg gcggaaccgc ctag 24

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

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico 5' para la region del gen Tsp mutado que comprende el sitio de restriccion Asel

<400> 15

ctactgtgcc agcggtggta atgg

<210> 16
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico 3' para la region del gen Tsp mutado que comprende el sitio de restriccion Asel

<400> 16

gcatcataat tttcttttta cctc

<210> 17
<211> 564
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

24

24

<223> gen spr de tipo salvaje

<400> 17
atggtcaaat

gcggttetge
cgtgcagtgg
gttcgtaatg
cgttatcgtce
acattccgtg
ggtaaatctg
tcaacgggac
agcagtggtg

gcacgccggg

ctcaaccgat
tttctgecatg
gtagtgaaac
tcgacgtaaa
tgggcggeag
agcaatttgg
tttececegeag
gccatgtegg
ttattatttc

ttectcageeg

tttgagatat
tagtgcaaat
atcatcactg
atcgcgaatt
cactaaaaaa
cttagaactt
taatttgegt
tatttatatc
cagcatgaat

cagc

ES 2704 425 T3

atcttgecgeg
aacaccgcaa
caagcttctce
atggatcagt
ggtatcgatt
ccgegttega
acgggtgatt
ggcaacaatc

gaaccgtact

ggattccege
agaatatgca
aggatgaatt
atgctgactg
gttctggttt
cttacgaaca
tagttctgtt
agtttgtcca

ggaagaagcg

49

gattgcagta
tcctgagaca
tgaaaacctg
gaaaggcgta
cgtacagcegt
gcaggaaatg
ccgtgeeggt
tgcttccacce

ttacaacgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

564



10

<210> 18

<211> 188

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 18
Met Val Lys Ser Gln
1 5

Ala Ile Ala Val Ala
20

Ala Lys Asn Met His
35

Ser Leu Gln Ala Ser
50

Asp Val Lys Ser Arg
65

Arg Tyr Arg Leu Gly

Phe Val Gln Arg Thr
100

Ser Thr Tyr Glu Gln
115

Leu Arg Thr Gly Asp
130

His Val Gly Ile Tyr
145

Ser Ser Gly Val Ile
165

Arg Tyr Asn Glu Ala
180

<210> 19

<211> 162

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 19

Pro

val

Pro

Gln

Ile

70

Gly

Phe

Gln

Leu

Ile

150

Ile

Arg

Ile

Leu

Glu

Asp

Met

Ser

Arg

Glu

Val

135

Gly

Ser

Arg

Leu

Leu

Thr

40

Glu

Asp

Thr

Glu

Met

120

Leu

Asn

Ser

Val

ES 2704 425 T3

Arg

Ser

25

Arg

Phe

Gln

Lys

Gln

105

Gly

Phe

Asn

Met

Leu
185

Tyr

10

Ala

Ala

Glu

Tyr

Lys
90

Phe

Lys

Arg

Gln

Asn

170

Ser

Ile

Cys

Val

Asn

Ala

75

Gly

Gly

Ser

Ala

Phe

155

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Leu

Asp

Ile

Leu

Val

Gly

140

Vval

Pro

Ser

50

Arg

Ala

Ser

45

Val

Trp

Asp

Glu

Ser

125

Ser

His

Tyr

Gly

Asn

30

Glu

Arg

Lys

Cys

Leu

110

Arg

Thr

Ala

Trp

Ile

15

Asn

Thr

Asn

Gly

Ser

Pro

Ser

Gly

Ser

Lys
175

Pro

Thr

Ser

Val

Val

80

Gly

Arg

Asn

Arg

Thr

160

Lys
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Cys Ser Ala Asn Asn

Val Gly Ser Glu Thr
20

Asn Leu Val Arg Asn
35

Ala Asp Trp Lys Gly
50

Gly Ile Asp Cys Ser

Gly Leu Glu Leu Pro
85

Ser Val Ser Arg Ser
100

Ala Gly Ser Thr Gly
115

Phe Val His Ala Ser
130

Glu Pro Tyr Trp Lys
145

Arg Ser

<210> 20

<211> 954

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacidos de una secuencia OmpT mutada que comprende mutaciones D210A y H212A

<400> 20

Thr

Ser

Val

val

Gly

70

Arg

Asn

Arg

Thr

Lys
150

Ala

Ser

Asp

Arg

55

Phe

Ser

Leu

His

Ser
135

Arg

Lys

Leu

Val

40

Tyr

Val

Thr

Arg

Val
120

Ser

Tyr

ES 2704 425 T3

Asn

Gln
25

Lys

Arg

Gln

Tyr

Thr

105

Gly

Gly

Asn

Met

10

Ala

Ser

Leu

Arg

Glu

Gly

Ile

val

Glu

His

Ser

Arg

Gly

Thr

75

Gln

Asp

Tyr

Ile

Ala
155

Pro

Gln

Ile

Gly

60

Phe

Gln

Leu

Ile

Ile
140

Arg

51

Glu

Asp

Met

45

Ser

Arg

Glu

val

Gly
125

Ser

Thr

Glu

30

Asp

Thr

Glu

Met

Leu

110

Asn

Ser

Vval

Arg

15

Phe

Gln

Lys

Gln

Gly

Phe

Asn

Met

Leu

Ala

Glu

Tyr

Lys

Phe

Lys

Arg

Gln

Asn

Ser
160



atgcgggcga
tctaccgaga
ctgagcggaa
caactcgact
atgccccaga
atggtcgatc
caccctgata
ctcaacgaac
tttacagcca
ggctccttce
attggcttga
ageggetggg
tatcgcagta
gtcacaccta
ggtaatactt
ggtatagaaa

<210> 21
<211> 317
<212> PRT

aacttctggg
ctttatcgtt
aaacaaaaga
ggaaattcaa
tatctategg
aggactggat
cacaactcaa
ccaattaccg
gaggtggtte
cgaatggaga
ctggaagtta
tggaatcatc
aggtcaaaga
acgcaaaagt
cactttatga

actataactt

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

aatagtcctg
tactcctgac
gcgtgtttat
taacgctgca
ggctgctgge
ggattccagt
ttatgccaac
cctgggacte
ctatatctac
aagagcaatc
tcgttatgaa
tgataacgct
ccaaaattac
ttatgttgaa
tcacaataat

catcactact

ES 2704 425 T3

acaaccccta
aacataaatg
ctagccgaag
attattaaag
tggacaactc
aaccccggaa
gaatttgatc
atggccggat
agttctgagg
ggctacaaac
gattttgaac
gaagcttatg
tattctgttg
ggcgcatgga
aacacttcag

gctggtctta

ttgcgatcag
cggacattag
aaggaggccg
gtgcaattaa
tcggcagecg
cctggacgga
tgaatatcaa
atcaggaaag
agggattcag
aacgttttaa
tcggtggcac
acccgggaaa
cagtcaatgc
atcgggttac
actacagcaa

agtacacatt

ctcttttget
tcttggaact
aaaagtcagt
ttgggatttg
aggtggcaat
tgaaagtaga
aggctggcete
ccgttatage
agatgatatc
aatgccctac
atttaaatac
aagaatcact
aggttattac
gaataaaaaa
aaatggagca

ttaa

<223> secuencia OmpT mutada que comprende mutaciones D210A y H212A

<400> 21

52

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

954



Met

Ser

Asn

Vval

Lys

65

Met

Arg

Gly

Ala

Asn

145

Phe

Lys

Tyr

Glu
225

Arg

Ser

Ala

Tyr

50

Phe

Pro

Gly

Thr

Asn

130

Tyr

Thr

Asp

Gln

Glu

210

Ser

Ala

Phe

Asp

Leu

Asn

Gln

Gly

Trp

115

Glu

Arg

Ala

Asp

Arg

195

Asp

Ser

Lys

Ala

20

Ile

Ala

Asn

Ile

Asn

100

Thr

Phe

Leu

Arg

Ile

180

Phe

Phe

Asp

Leu

Ser

Ser

Glu

Ala

Ser

Met

Asp

Asp

Gly

Gly

165

Gly

Lys

Glu

Asn

Leu

Thr

Leu

Glu

Ala

70

Ile

Val

Glu

Leu

Leu

150

Gly

Ser

Met

Leu

Ala
230

Gly

Glu

Gly

Gly

55

Ile

Gly

Asp

Ser

Asn

135

Met

Ser

Phe

Pro

Gly

215

Glu

Ile

Thr

Thr

40

Gly

Ile

Ala

Gln

Arg

120

Ile

Ala

Tyr

Pro

Tyr

200

Gly

Ala

ES 2704 425 T3

val

Leu

25

Leu

Arg

Lys

Ala

Asp

105

His

Lys

Gly

Ile

Asn

185

Ile

Thr

Tyr

Leu

10

Ser

Ser

Lys

Gly

Gly

Trp

Pro

Gly

Tyr

Tyr

170

Gly

Gly

Phe

Asp

Thr

Phe

Gly

val

Ala

75

Trp

Met

Asp

Trp

Gln

155

Ser

Glu

Leu

Lys

Pro
235

Thr

Thr

Lys

Ser

60

Ile

Thr

Asp

Thr

Leu

140

Glu

Ser

Arg

Thr

Tyr

220

Gly

53

Pro

Pro

Thr

45

Gln

Asn

Thr

Ser

Gln

125

Leu

Ser

Glu

Ala

Gly

205

Ser

Lys

Ile

Asp

30

Lys

Leu

Trp

Leu

Ser

110

Leu

Asn

Arg

Glu

Ile

190

Ser

Gly

Arg

Ala

15

Asn

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

Asn

Glu

Tyr

Gly

175

Gly

Tyr

Trp

Ile

Ile

Ile

Arg

Trp

Leu

80

Ser

Pro

Tyr

Pro

Ser

160

Phe

Tyr

Arg

Val

Thr
240



10

15
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Tyr Arg Ser Lys Val Lys Asp Gln Asn Tyr Tyr

Ala Gly Tyr Tyr Val

Trp Asn Arg Val
275

Asn Asn Asn Thr

290

Tyr Asn Phe

305

<210> 22
<211> 954
<212> ADN

245

260

Thr Asn Lys Lys

280

Ser Asp Tyr Ser

295

Ile Thr Thr Ala Gly
310

<213> Secuencia Artificial

<220>

250

Thr Pro Asn Ala Lys Val

265

Gly Asn Thr

Lys Asn Gly

Leu Lys Tyr

315

<223> secuencia OmpT desactivada mutada

<400> 22
attcgggcga

tctaccgaga
ctgagcggaa
caactcgact
atgccccaga
atggtcgatc
caccctgata
ctcaacgaac
tttacagcca
ggctccttce
attggcttga
ageggetggg
tatcgcagta
gtcacaccta
ggtaatactt

ggtatagaaa

<210> 23
<211> 45
<212> ADN

aacttctggg
ctttatcgtt
aaacaaaaga
ggaaattcaa
tatctategg
aggactggat
cacaactcaa
ccaattaccg
gaggtggtte
cgaatggaga
ctggaagtta
tggaatcatc
aggtcaaaga
acgcaaaagt
cactttatga

actataactt

<213> Secuencia Artificial

<220>

aatagtcctg
tactcctgac
gcgtgtttat
taacgctgca
ggctgctgge
ggattccagt
ttatgccaac
cctgggacte
ctatatctac
aagagcaatc
tcgttatgaa
tgataacgat
ccaaaattac
ttatgttgaa
tcacaataat

catcactact

<223> adaptador oligonucleotidico OmpA

<400> 23

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

gctggtctta

cgattgaatg gagaacttga attcgggcga aacttctggg aatag

Ser Val Ala Val Asn

255

Tyr Val Glu Gly Ala

270

Ser Leu Tyr Asp His

285

Ala Gly Ile Glu Asn

300

Thr Phe

ttgcgatcag
cggacattag
aaggaggccg
gtgcaattaa
tcggcagecg
cctggacgga
tgaatatcaa
atcaggaaag
agggattcag
aacgttttaa
tcggtggcac
acccgggaaa
cagtcaatgc
atcgggttac
actacagcaa

agtacacatt

45

54

ctcttttget
tcttggaact
aaaagtcagt
ttgggatttg
aggtggcaat
tgaaagtaga
aggctggcete
ccgttatage
agatgatatc
aatgccctac
atttaaatac
aagaatcact
aggttattac
gaataaaaaa
aaatggagca

ttaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

954
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<210> 24

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> casete de oligonucledtidos que codifica la secuencia intergénica 1 (IGS1) para la expresion de Fab en E. coli

<400> 24
aagttttaat agaggagagt gttaatgaag aag 33

<210> 25

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> el casete de oligonucledtidos que codifica la secuencia intergénica 2 (IGS2) para la expresion de Fab en E.

coli..

<400> 25
aagttttaat agaggggagt gttaaaatga agaag 35

<210> 26

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> casete de oligonucledtidos que codifica la secuencia intergénica 3 (IGS3) para la expresion de Fab en E. coli

<400> 26
aagctttaat agaggagagt gttgaggagg aaaaaaaaat gaagaaa

<210> 27

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> casete de oligonucledtidos que codifica la secuencia intergénica 4 (IGS4) para la expresion de Fab en E. coli

<400> 27
aagctttaat agaggagagt gttgacgagg attatataat gaagaaa

<210> 28

<211> 810

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 28

55

47

47



atgaaatcac
ccaatcactt
ttcaaaaatg
gaaaactctc
gctggtgtte
actctacaag
gcggctgata
gtgaaaacct
ccgaaagaca
ttcgacaact
ggttggacag
ccagaactgg
tttgacgtag
gatgcgaaag
<210> 29

<211> 270
<212> PRT

tgtttaaagt
ttgectgetga
acgatcagaa
taaaagaaca
aggatgcatt
cattcgaagce
acgaagcaaa
cttcaactgg
gcgatactgt
cttacaccceg
aaggtctgaa
cttacggcaa
agctgctgga

ccgcagatte

<213> Escherichia coli

<400> 29

Met Lys Ser Leu

1

Ala Leu

Thr Ala

35

Ala Tyr

50

Lys Glu

65

Ala Gly

His

Ala

Ala

Gln

Val

Phe
5

Ala
20

Pro

Asp Ser

Leu Gly Al

Glu Lys

70

Gln Asp Al

Lys

Ile

Lys

Leu

aacgctgcetg
agctgcaaaa
atcagcttat
agaaaaactg
tgctgataag
tcgegtgaag
aggtaaagag
tctggtttat
tgtagtgaac
tggtgaaccg
gaacatcaag
agcgggtgtt
tgtgaaacca

tgctaaaaaa

Val Thr

Thr Phe

Ala Ala

40

a Ser Leu

55

Gly Ile

a Phe Ala

Ala

Asp

ES 2704 425 T3

gcgaccacaa
cctgctacag
gcactgggtg
ggcatcaaac
agcaaactct
tcttetgete
taccgcgaga
caggtagtag
tacaaaggta
ctttetttee
aaaggcggta
ccggggatce

gcgccgaagg

Leu Ala

10

Leu

Ala Glu

25

Phe Lys Asn

Gly Arg Tyr

Lys Leu Asp

75

Lys Ser

tggcegttge
ctgctgacag
cctegetggg
tggataaaga
ccgaccaaga
aggcgaagat
aatttgccaa
aagccggtaa
cgctgatcga
gtctggacgg
agatcaaact
caccgaattc

ctgatgcaaa

Thr Thr

Ala Ala

30

Asp Asp

45

Met Glu

Lys

Asp

Lys Leu

56

Met

Lys

Gln

Asn

Gln

Ser

cctgcatgeca
caaagcagcg
tcgttacatg
tcagctgatc
gatcgaacag
ggaaaaagac
agagaaaggt
aggcgaagca
cggtaaagag
tgttatcecceg
ggttattcca
taccctggtg

gccggaagcet

Ala
15

Vval
Pro Ala
Lys Ser
Ser

Leu

Ile
80

Leu

Asp Gln

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

810



10

85
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90

Glu Ile Glu Gln Thr Leu Gln Ala Phe Glu Ala

100

105

Ala Gln Ala Lys Met Glu Lys Asp Ala Ala Asp

115

120

Lys Glu Tyr Arg Glu Lys Phe Ala Lys Glu Lys

130

135

Ser Thr Gly Leu Val Tyr Gln Val Val Glu Ala
145 150 155

Pro Lys Asp Ser Asp Thr Val Val Val Asn Tyr

165

170

Asp Gly Lys Glu Phe Asp Asn Ser Tyr Thr Arg

180

185

Phe Arg Leu Asp Gly Val Ile Pro Gly Trp Thr

195

200

Ile Lys Lys Gly Gly Lys Ile Lys Leu Val Ile

210

215

Tyr Gly Lys Ala Gly Val Pro Gly Ile Pro Pro
225 230 235

Phe Asp Val Glu Leu Leu Asp Val Lys Pro Ala

245

250

Lys Pro Glu Ala Asp Ala Lys Ala Ala Asp Ser

260

<210> 30

<211> 828

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

265

<223> el gen FkpA etiquetado

<400> 30
atgaaatcac tgtttaaagt

ccaatcactt ttgectgectga
ttcaaaaatg acgatcagaa

gaaaactctc taaaagaaca

aacgctgctg gcgaccacaa
agctgcaaaa cctgcetactg
atcagcttat gcactgggtg

agaaaaactg ggcatcaaac

95

Arg Val Lys Ser Ser
110

Asn Glu Ala Lys Gly
125

Gly Val Lys Thr Ser
140

Gly Lys Gly Glu Ala
160

Lys Gly Thr Leu Ile
175

Gly Glu Pro Leu Ser
190

Glu Gly Leu Lys Asn
205

Pro Pro Glu Leu Ala
220

Asn Ser Thr Leu Val
240

Pro Lys Ala Asp Ala
255

Ala Lys Lys
270

tggcecgttge cctgcacgca
ctgctgacag caaagcageg
cctegetggg tecgttacatg

tggataaaga tcaactgatc

57

60

120

180

240



10

gctggtgttce
actctacaag
gcggctgata
gtgaaaacct
ccgaaagaca
ttcgacaact
ggttggacag
ccagaactgg
tttgacgtag
gatgcgaaag
<210> 31

<211> 276
<212> PRT

aggatgcatt
catttgaagce
acgaagcaaa
cttcaactgg
gcgatactgt
cttacacccg
aaggtctgaa
cttacggcaa
agctgctgga

ccgcagatte

<213> Secuencia Artificial

<220>

tgctgataag
tcgegtgaag
aggtaaagag
tctggtttat
tgtagtgaac
tggtgaaccg
gaacatcaag
agcgggtgtt
tgtgaaacca

tgctaaaaaa

<223> gen FkpA etiquetado con his

<400> 31

Met Lys Ser Leu

1

Ala Leu His

Thr Ala Ala Asp

35

5

Ala Pro
20

Phe Lys Val

Ile

Thr

Thr Phe

Ser Lys Ala Ala

40

Ala Tyr Ala Leu Gly Ala Ser Leu

50

55

Lys Glu Gln Glu Lys Leu Gly Ile

65

70

Ala Gly Val Gln Asp Ala Phe Ala

Glu

100

Ile Glu Gln Thr Leu Gln Ala

Ala Gln Ala Lys Met Glu Lys Asp
115

120

Asp Lys

ES 2704 425 T3

agcaaactct
tcttetgete
taccgcgaga
caggtagtag
tacaaaggta
ctttectttee
aaaggcggta
ccggggatte
gcgccgaagg

caccatcacc

Leu Leu Ala

10

Ala Ala Glu

25

Phe Lys Asn

Gly Arg Tyr

Lys Leu Asp

75

90

Phe Glu Ala
105

Ala Ala Asp

Ser

ccgaccaaga
aggcgaagat
aatttgccaa
aagccggtaa
cgctgatcga
gtctggacgg
agataaaact
caccaaattc
ctgatgcaaa

atcaccac

Thr Thr Met

Ala Ala Lys

30

Asp Asp Gln Lys

45

Met
60

Lys Asp Gln Leu

Lys

Arg Val Lys
110

gatcgaacag
ggaaaaagac
agagaaaggt
aggcgaagca
cggtaaagag
tgttatcceg
ggttattcca
taccctggtyg

gccggaagcet

Ala Val
15

Pro Ala

Ser

Glu Asn Ser Leu

Ile

Leu Ser Asp Gln

Ser Ser

Asn Glu Ala Lys Gly

125

58

300

360

420

480

540

600

660

720

780

828
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Lys Glu Tyr Arg Glu Lys Phe Ala Lys Glu Lys
130 135
Ser Thr Gly Leu Val Tyr Gln Val Val Glu Ala
145 150 155
Pro Lys Asp Ser Asp Thr Val Vval Val Asn Tyr
165 170
Asp Gly Lys Glu Phe Asp Asn Ser Tyr Thr Arg
180 185
Phe Arg Leu Asp Gly Val Ile Pro Gly Trp Thr
195 200
Ile Lys Lys Gly Gly Lys Ile Lys Leu Val Ile
210 215
Tyr Gly Lys Ala Gly Val Pro Gly Ile Pro Pro
225 230 235
Phe Asp Val Glu Leu Leu Asp Val Lys Pro Ala
245 250
Lys Pro Glu Ala Asp Ala Lys Ala Ala Asp Ser
260 265
His His His His
275
<210> 32
<211> 486
<212> ADN
<213> Escherichia coli
<400> 32
gtgaaaaagt ggttattagc tgcaggtctc ggtttagcac
gctgacaaaa ttgcaatcgt caacatgggc agcctgttcecce
ggtgtttcta acacgctgga aaatgagttc aaaggccecgtg
gaaaccgatc tgcaggctaa aatgaaaaag ctgcagtcca
actaagctgg aaaaagacgt gatggctcag cgccagactt
tttgagcagg atcgcgcacg tcgttccaac gaagaacgceg
cagactgetg tgaaatccgt tgccaacagce caggatatcg
gcegttgett acaacagcag cgatgtaaaa gacatcactg
aaataa
<210> 33
<211> 161
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 33

Gly Val
140

Lys

Gly Lys Gly

Lys Gly Thr

Gly Glu Pro

190

Glu Gly

205

Leu

Pro Pro Glu

220

Asn Ser Thr

Pro Lys

Ala Lys Lys

270

tggcaacttc
agcaggtagc
ccagcgaact
tgaaagcggg
ttgctcagaa
gcaaactggt
atctggttgt

ccgacgtact

59

Thr Ser

Glu Ala
160

Leu Ile

175

Leu Ser

Asn

Lys

Leu Ala

Leu Val
240

Ala Asp Ala

255

His His

tgctcaggeg
gcagaaaacc
gcagcgtatg
cagcgatcgce
agcgcaggct
tactcgtatc
tgatgcaaac

gaaacaggtt

60
120
180
240
300
360
420

480

486
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Met Lys Lys Trp Leu Leu Ala Ala Gly Leu Gly
1 5 10
Ser Ala Gln Ala Ala Asp Lys Ile Ala Ile Val
20 25
Phe Gln Gln Val Ala Gln Lys Thr Gly Val Ser
35 40
Glu Phe Lys Gly Arg Ala Ser Glu Leu Gln Arg
50 55
Gln Ala Lys Met Lys Lys Leu Gln Ser Met Lys
65 70 75
Thr Lys Leu Glu Lys Asp Val Met Ala Gln Arg
85 90
Lys Ala Gln Ala Phe Glu Gln Asp Arg Ala Arg
100 105
Arg Gly Lys Leu Val Thr Arg Ile Gln Thr Ala
115 120
Asn Ser Gln Asp Ile Asp Leu Val Val Asp Ala
130 135
Asn Ser Ser Asp Val Lys Asp Ile Thr Ala Asp
145 150 155
Lys
<210> 34
<211> 501
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> gen skp etiquetado
<400> 34
atgaaaaagt ggttattagc cgcaggtctc ggtttagcac
gctgacaaaa ttgcaatcgt caacatgggc agcctgttcecce
ggtgtttcta acacgctgga aaatgagttc aaaggccgtg
gaaaccgatc tccaggctaa aatgaaaaag ctgcaatcca
actaagctgg aaaaagacgt gatggctcag cgccagactt
tttgagcagg atcgcgcacg tcgttccaac gaagaacgceg
cagactgctg tgaaatccgt tgccaacagc caggaaatcg
gcegttgett acaacagcag cgatgtaaaa gacatcactg
aaacaccatc accatcacca c
<210> 35
<211> 167

Leu Ala

Asn Met
30

Thr
45

Asn

Met
60

Glu

Ala

Gly

Gln

Thr

Arg

Val Lys

125

Asn Ala Val

140

Val Leu

tggcaacttc
agcaggtagc
ccagcgaact
tgaaagcggg
ttgctcagaa
gcaaactggt
atctggttgt

ccgacgtact

60

Leu Ala

Gly

Leu

Thr Asp

Phe

Ser Asn

110

Ser

Lys

Thr
15

Leu

Ser

Glu Asn

Leu

Ser Asp Arg

Ala
95

Gln

Glu Glu

Val Ala

Ala Tyr

Gln Val
160

tgctcaggceg
gcagaaaacc
ccagcgtatg
cagcgatcge
agcgcaggct
tactcgtatc
tgatgcaaac

gaaacaggtt

60

120

180

240

300

360

420

480

501



10

15

20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> gen skp etiquetado

<400> 35

Met
1

Ser

Phe

Glu

Gln

65

Thr

Lys

Arg

Asn

Asn
145

Lys

Lys

Ala

Gln

Phe

50

Ala

Lys

Ala

Gly

Ser
130

Ser

His

<210> 36
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> CA170 1519 Ab CDRH1

<400> 36
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Gly Met Val

1

<210> 37
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CA170_1519 Ab CDRH2

<400> 37

Lys

Gln

Gln

35

Lys

Lys

Leu

Gln

Lys

115

Gln

Ser

His

Trp

Ala

20

Val

Gly

Met

Glu

Ala

100

Leu

Glu

Asp

His

Leu

Ala

Ala

Arg

Lys

Lys

85

Phe

Val

Ile

Val

His
165

5

Leu

Asp

Gln

Ala

Lys

70

Asp

Glu

Thr

Asp

Lys
150

His

ES 2704 425 T3

Ala Ala Gly

Lys Ile Ala
25

Lys Thr Gly
40

Ser Glu Leu
55

Leu Gln Ser

Val Met Ala

Gln Asp Arg
105

Arg Ile Gln
120

Leu Val Vval
135

Asp Ile Thr

His

Leu

10

Ile

Val

Gln

Met

Gln

90

Ala

Thr

Asp

Ala

10

Gly

val

Ser

Arg

Lys

75

Arg

Arg

Ala

Ala

Asp
155

Leu

Asn

Asn

Met

60

Ala

Gln

Arg

Val

Asn
140

Val

61

Ala

Met

Thr

45

Glu

Gly

Thr

Ser

Lys

125

Ala

Leu

Leu

Gly

30

Leu

Thr

Ser

Phe

Asn

110

Ser

Val

Lys

Ala

15

Ser

Glu

Asp

Asp

Ala

95

Glu

Val

Ala

Gln

Thr

Leu

Asn

Leu

Arg

80

Gln

Glu

Ala

Tyr

val
160



10

15

20

25

30

35

40

Tyr Ile Asp Ser Asp Gly Asp Asn Thr Tyr Tyr Arg Asp Ser Val Lys

1

Gly

<210> 38

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CA170_1519 Ab CDRH3

<400> 38
Gly Ile vVal Arg Pro Phe Leu Tyr

1 5

<210> 39

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CA170_1519 Ab CDRL1

<400> 39

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Val Gly Ala Ser Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr
10

1 5

<210> 40

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CA170_1519 Ab CDRL2

<400> 40
Leu Val Ser Thr Leu Asp Ser
1 5

<210> 41

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> CA170_1519 Ab CDRL3

<400> 41

ES 2704 425 T3

10

Leu Gln Gly Thr His Phe Pro His Thr

1 5

<210> 42

<211>112

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> region de Rat Ab 1519 VL

<400> 42

62

15

15



10

15

Asp Val Vval

Gln Pro Ala Ser

Ser Gly Lys

35

Pro Lys Arg Leu

50

Asp Arg Phe

65

Arg Arg Val

Thr His Phe

<210> 43
<211> 336
<212> ADN

Met Thr Gln Thr Pro
5
Ile Ser Cys Lys
20

Thr Tyr Leu Tyr Trp

40

Ile Tyr Leu Val

55

Ser Gly Ser Gly Ala

70

Glu Ala Asp Asp Leu

85

Pro His Thr Phe Gly

100

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> region de Rat Ab 1519 VL

<400> 43
gatgttgtga

atctcttgcea
ttatttcaga
tetggaatte
cgcagagtgg
cacacgtttg
<210> 44

<211>132
<212> PRT

tgacccagac
agtcaagtca
ggtccggeca
ctgataggtt
aagccgatga

gagctgggac

<213> Secuencia Artificial

<220>

tccactgtcet
gagcctegta
gtctccaaag
cagtggcagt
tttgggagtt

caagctggaa

<223> region de Rat Ab 1519 VL

<400> 44

ES 2704 425 T3

Leu Ser Leu

10

Ser Ser Gln

25

Leu Phe Gln

Ser Thr Leu

Glu Thr Asp

75

Gly Val Tyr

90

Ala Gly Thr
105

ttgtcggttyg
ggtgctagtg
cgactaatct
ggagcagaga
tattactgcet

ttgaaa

Ser Val Ala Leu Gly

Ser Leu Val

30

Arg
45

Asp
60

Phe

Thr Leu Lys

15

Gly Ala

Ser Gly Gln Ser

Ser Gly Ile Pro

Ile
80

Tyr Cys Leu Gln Gly

Lys

ccecttggaca
gaaagacata
atctggtgtc
cagattttac

tgcaaggtac

63

95

Leu Glu Leu Lys
110

accagcctce
tttgtattgg
cacactggac
tcettaaaate

acattttcecct

60

120

180

240

300

336
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15
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Met Met Ser Pro Ala Gln Phe Leu Phe Leu Leu
1 5 10
Gly Thr Ser Gly Asp Val Val Met Thr Gln Thr
20 25
Val Ala Leu Gly Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys
35 40

Leu Val Gly Ala Ser Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr

50 55
Ser Gly Gln Ser Pro lys Arg Leu Ile Tyr Leu
65 70 75
Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly

85 90
Thr Leu Lys Ile Arg Arg Val Glu Ala Asp Asp
100 105
Cys Leu Gln Gly Thr His Phe Pro His Thr Phe
115 120

Leu Glu Leu Lys

130
<210>45
<211> 396
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> region de Rat Ab 1519 VL
<400> 45
atgatgagtc ctgcccagtt cctgtttcectg ctgatgetcet
gatgttgtga tgacccagac tccactgtct ttgtcecggttg
atctcttgeca agtcaagtca gagecctcgta ggtgcetagtg
ttatttcaga ggtccggcca gtctccaaag cgactaatct
tctggaattc ctgataggtt cagtggcagt ggagcagaga
cgcagagtgg aagccgatga tttgggagtt tattactget
cacacgtttg gagctgggac caagctggaa ttgaaa
<210> 46
<211> 116
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> region Rat Ab 1519 VH

<400> 46

Met Leu Trp

Pro Leu Ser

Ser Ser

45

Lys

Trp Leu Phe

60

Val Ser Thr

Ala Glu Thr

Leu Gly Val

110

Gly Ala
125

Gly

ggattcaggg
cccttggaca
gaaagacata
atctggtgtce
cagattttac

tgcaaggtac

64

Ile
15

Gln

Leu Ser

Gln Ser

Gln Arg

Leu Asp
80

Asp Phe

95

Tyr Tyr

Thr Lys

aaccagtggt
accagcctce
tttgtattgg
cacactggac
tcttaaaatc

acattttcct

60

120

180

240

300

360

396
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15

Glu Val Pro

Ser Met Lys

Gly Met Vval

35

Ala Tyr Ile

50

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Gln Met

Leu Val Glu Ser Gly

Leu Ser Cys Val Val

20

Trp Val Arg Gln Ala

40

Asp Ser Asp Gly Asp

Asp
85

Ile
70

55

Ser Arg

Ser Leu Arg Ser

Thr Thr Gly Ile Val Arg Pro Phe

Val Thr Val

100

Ser

115

<210> 47
<211> 348
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> region Rat Ab 1519 VH

<400> 47
gaggtgccge

tcctgtgtag
ccaaagaagg
cgagattcecg
ttgcaaatgg
gtceggececet
<210> 48

<211> 135
<212> PRT

tggtggagtc
tctcaggatt
gtctggagtg
tgaagggcceg
acagtctgag

ttctctattg

<213> Secuencia Artificial

<220>

tgggggcgge
cactttcagt
ggtcgcatat
attcactatc
gtctgaggac

gggccaagga

<223> region de Rat Ab 1519 VH

<400> 48

ES 2704 425 T3

Gly Gly Ser

10

Ser Gly Phe
25

Pro Lys Lys

Asn Thr Tyr

Asn Asn Ala

75

Glu Asp Thr

Leu Tyr Trp
105

tcagtgcagce
aattatggca
attgattctg
tccagaaata
acggccactt

accacggtca

Val Gln Pro

Thr Phe

Gly Leu Glu

45

Tyr Arg Asp

60

Lys

Ser

Gly Arg

15

Asn Tyr

Trp Val

Ser Val

Ser Thr Leu Tyr

80

Ala Thr Tyr Tyr Cys

95

Gly Gln Gly Thr Thr

110

ctgggaggtc

tggtctgggt

atggtgataa
atgcaaaaag
attactgtac

ccgteteg

65

catgaaactc
ccgecaggcet
tacttactac
caccctatat

aacagggatt

60

120

180

240

300

348
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15

Met Asp Ile

Val Arg Cys

Ser Leu Ser Leu Ala

Glu Val Pro Leu Val

Pro Gly Arg Ser Met Lys Leu Ser

35

Ser Asn Tyr

50

Glu Trp Val

65

Asp Ser Val

Gly Met Vval

Ala Tyr

40

55

Lys Gly Arg Phe Thr

Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asp Ser

Tyr Tyr Cys
115

Gly Thr Thr Val Thr Val

130

<210> 49
<211> 405
<212> ADN

100

Thr Thr Gly

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

120

Ser
135

<223> region de Rat Ab 1519 VH

<400> 49
atggacatca

gtgcegetgg
tgtgtagtct
aagaagggtc
gattccgtga
caaatggaca
cggeccttte
<210> 50

<211> 112
<212> PRT

gtctcagett
tggagtctgg
caggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gtctgaggtce

tctattgggg

<213> Secuencia Artificial

<220>

ggctttcecett
gggcggctca
tttcagtaat
cgcatatatt
cactatctcc
tgaggacacg

ccaaggaacc

<223> region de 1519 gL20 V

<400> 50

ES 2704 425 T3

Phe Leu Val

10

Glu Ser Gly

Cys Val Vval

Trp Val Arg Gln Ala

Ile Asp Ser Asp Gly Asp
70

75

Ile Ser Arg

90

Leu Arg Ser
105

Ile Val Arg Pro Phe

gtcectttteca
gtgcagcctg
tatggcatgg
gattctgatg
agaaataatg
gccacttatt

acggtcaccg

Leu Phe

Ile

Lys Gly
15

Gly Gly Ser Val Gln

Ser Gly Phe

45

Pro Lys Lys

60

Thr Phe

Gly Leu

Asn Thr Tyr Tyr Arg

Asn Asn Ala Lys

80

Ser
95

Glu Asp Thr Ala Thr

110

Leu Tyr Trp Gly Gln

125

taaaaggtgt
ggaggtccat
tctgggtceeg
gtgataatac
caaaaagcac
actgtacaac

tcteg

66

ccggtgtgag
gaaactctcc
ccaggctcca
ttactaccga
cctatatttg

agggattgtc

60

120

180

240

300

360

405



10

15

20

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys
20
Ser Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp
35 40
Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val
50 55
Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70
Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe
85
Thr His Phe Pro His Thr Phe Gly
100
<210> 51
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> region de 1519 gL20 V
<400> 51
gatatccaga tgacccagag tccaagcagt
attacctgta aaagctccca gtccctggtg
ctcttccaga aaccgggcaa agctccgaaa
agcggtattc cgtctegttt ctceccggtage
agctccctece ageccggagga ctttgectacce
cacactttecg gccagggtac caaactggaa
<210> 52
<211>133
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> region de 1519 gL20 V

<400> 52

ES 2704 425 T3

Ser Leu
10

Ser

Ser Ser Gln

25
Phe

Leu Gln

Ser Thr Leu

Thr Glu

75

Gly

Ala Thr

90

Tyr

Gln
105

Gly Thr

ctctcegeca
ggtgcaageg
cgcctgatet
ggtagcggta
tattactgce

atcaaa

Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile Ala Val Ala

1

5

10

Thr Val Ala Gln Ala Asp Ile Gln Met Thr Gln

20

25

Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr

Ser Ala

Ser
30

Pro
45

Lys

Asp

Phe

Tyr Cys

Lys

gcgtaggcega
gcaaaaccta
atctggtgtce
ccgaattcac

tccagggcac

Ser Val

Leu Val

Ser Gly

Thr Leu

Leu Glu
110

Gly
15

Gly Ala

Gly Lys Ala

Ile Pro

Thr Ile

Leu Gln Gly

95

Ile Lys

tcgtgtgact
cctgtactgg
taccctggat
gctgaccatt

tcattttceg

Leu Ala Gly Phe Ala

15

Ser Pro Ser Ser Leu

30

Cys Lys Ser Ser Gln

67

60

120

180

240

300

336



10

15

35 40

Ser Leu Val Gly Ala Ser Gly Lys
50 55
Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg
65 70
Asp Ser Gly Ile Pro Ser Arg Phe
85
Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
100

Tyr Cys Leu Gln Gly Thr His Phe

115 120
Lys Leu Glu Ile Lys

130

<210> 53
<211> 399
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> region de 1519 gL20 V
<400> 53
atgaaaaaga cagctatcgc aattgcagtg
gctgatatcc agatgaccca gagtccaagc
actattacct gtaaaagctc ccagtccctg
tggctcttecc agaaaccggg caaagctcceg
gatagcggta ttccgtctceg tttcecteceggt
attagctcecce tccageccgga ggactttget
ccgcacactt tcggccaggg taccaaactg
<210> 54
<211>219
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2704 425 T3

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

75

Ser Gly Ser

Gln
105

Pro Glu

Pro His Thr

gccttggetg
agtctctcceg
gtgggtgcaa
aaacgcctga
agcggtagceg
acctattact

gaaatcaaa

<223> cadena ligera 1519 gL20 (V + constante)

<400> 54

45

Tyr
60

Leu Val Ser

Gly

Asp

Phe
125

gtttcgctac
ccagcgtagg
gcggcaaaac
tctatctggt
gtaccgaatt

gccteccaggg

Trp Leu

Ser Gly

Phe Ala
110

Gly Gln

Phe Gln

Thr Leu

Thr Glu

Thr Tyr

Gly Thr

cgtagcgcaa
cgatcgtgtg
ctacctgtac
gtctaccctg
cacgctgacce

cactcatttt

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

68

15

60

120

180

240

300

360

399



Asp Arg Val

Ser Gly Lys
35

Pro Lys Arg
50

Ser Arg Phe
65

Ser Ser Leu

Thr His Phe

Arg Thr Val
115

Gln Leu Lys
130

Tyr Pro Arg
145

Ser Gly Asn

Thr Tyr Ser

Lys His Lys
195

Pro Val Thr
210

<210> 55
<211> 657
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Thr

20

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Ile

Tyr

Ile

Gly

Pro

85

His

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Thr

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Lys

Trp

40

Val

Ser

Phe

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

ES 2704 425 T3

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Ala

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Ser

Phe

Thr

Thr

Thr

90

Gly

Ile

val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

<223> cadena ligera 1519 gL20 (V + constante)

<400> 55

Gln

Gln

Leu

Glu

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Lys

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

69

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Val

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Gly

Lys

Ile

Thr

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Ala

Ala

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



10

gatatccaga tgacccagag tccaagcagt

attacctgta aaagctccca gtccctggtg

ctcttccaga aaccgggcaa agctccgaaa

agcggtattc cgtctcegttt ctccggtage

agctceccteec agccggagga ctttgcectacce

cacactttcg gccagggtac caaactggaa

ttcatcttce cgccatctga tgagcagttg

ctgaataact tctatcccag agaggccaaa

tcgggtaact cccaggagag tgtcacagag

agcagcaccce tgacgctgag caaagcagac

gtcacccatc agggcctgag ctcaccagta

<210> 56

<211> 240

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cadena ligera 1519 gL20

<400> 56

Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile

1 5

Thr Val Ala Gln Ala Asp Ile Gln

20

Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val
35 40

Ser Leu Val Gly Ala Ser Gly Lys

50 55

Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg

65 70

Asp Ser Gly Ile Pro Ser Arg Phe

85
Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
100

Tyr Cys Leu Gln Gly Thr His Phe

115 120

ES 2704 425 T3

ctctcegeca
ggtgcaagcg
cgcctgatcet
ggtagcggta
tattactgce
atcaaacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaaaagtt

Ala Val
10

Ala

Met
25

Thr Gln

Thr Ile Thr

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

75

Ser Gly Ser

Gln
105

Pro Glu

Pro His Thr

gcgtaggega
gcaaaaccta
atctggtgtce
ccgaattcac
tccagggcac
cggtagegge
ctgcctetgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

ttaatagagg

Leu Ala

Ser Pro

30

Cys Lys

45

Tyr
60

Trp

Leu Val

Ser

Gly

Asp

Phe Gly

125

70

Gly

Ser

Ser

Leu

Ser

Gly

Phe Ala

110

Gln

tcgtgtgact
cctgtactgg
taccctggat
gctgaccatt
tcatttteeg
cccatctgte
tgtgtgectg
cgccctccaa
ctacagcctce
cgcctgegaa

ggagtgt

Phe Ala
15

Ser Leu

Ser Gln

Phe Gln

Thr Leu

80

Thr Glu

Thr

Tyr

Gly Thr

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657



10

15

Lys
130

Pro Pro
145

Leu Leu Asn Asn Phe

Asp Asn Ala Leu Gln

Asp

Leu Glu

Ser

Ser Lys

135

Asp Glu Gln Leu Lys

150

165

180

Asp

195

Lys Ala Asp Tyr Glu Lys

210

Gln Gly Leu Ser

225

<210> 57
<211>720
<212> ADN

Ser Thr Tyr

Ser Pro Val

Tyr Pro Arg

Ser Gly Asn

Ser
200

His
215

Thr

230

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cadena ligera 1519 gL20 <400> 57
atgaaaaaga cagctatcgc aattgcagtg

gctgatatcc
actattacct
tggctcttcee
gatagcggta
attagctccc
ccgcacactt
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcaccc
<210> 58

<211> 116
<212> PRT

agatgaccca
gtaaaagctc
agaaaccggg
ttecegteteg
tccagecegga
tcggccaggg
tcececgecate
acttctatcc
actcccagga
ccctgacget

atcagggcect

<213> Secuencia Artificial

<220>

gagtccaagc
ccagtccctg
caaagctccg
tttcteeggt
ggactttgcet
taccaaactg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcacca

<223> region de 1519 gH20 V

<400> 58

Leu Ser

Lys Val

Lys

ES 2704 425 T3

Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro

Ser Gly Thr

155

Glu Ala Lys

170

Ser Gln Glu
185

Ser

Tyr Ala

Ser Phe
235

gcecttggetg
agtctctceeg
gtgggtgcaa
aaacgcctga
agcggtageg
acctattact
gaaatcaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtaacaaaaa

Ser Val

140

Ala

Val

Ser Val

Thr Leu Thr

205

Cys
220

Asn Arg Gly

gtttcgctac
ccagcgtagg
gcggcaaaac
tctatctggt
gtaccgaatt
gcctceccaggg
gtacggtagc
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gttttaatag

71

Phe

Ser Val

Gln Trp

Thr

190

Glu Val

Ile Phe

Val Cys
160

Lys Val
175

Glu Gln

Leu Ser

Thr His

Glu Cys
240

cgtagcgcaa
cgatcgtgtg
ctacctgtac
gtctaccctg
cacgctgacce
cactcatttt
ggccccatct
tgttgtgtge
taacgcecte
cacctacagc
ctacgcctge

aggggagtgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

15

Glu Val Pro

Ser Leu Arg Leu

Gly Met Val

35

Ala Tyr
50

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Gln Met

Thr Thr Gly

Val Thr Vval

Ile

Leu Val Glu Ser Gly

20

Ser Cys Ala Val

Trp Val Arg Gln Ala

Asp

Asn

Ile
70

40

Ser Asp Gly Asp

55

Ser Arg

Ser Leu Arg Ala

Ile Val Arg Pro Phe

100

Ser

115

<210> 59
<211> 348
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> region de 1519 gH20 V

<400> 59
gaggttccge

tcttgtgcag
ccaggtaaag
cgcgactctg
ctgcagatga
gtgegtceegt
<210> 60

<211> 137
<212> PRT

tggtcgagtce
tatctggcett
gtctggaatg
tgaaaggtcg
acagcctgeg

ttctgtattg

<213> Secuencia Artificial

<220>

tggaggcggg
cacgttctcc
ggtggegtat
cttcaccatt
tgctgaagat

gggtcagggt

<223> region de 1519 gH20 V

<400> 60

ES 2704 425 T3

Gly Gly Leu

10

Ser Gly Phe

25

Pro Gly Lys

Asn Thr Tyr

Asp Asn Ala

75

Glu Asp Thr

Leu Tyr Trp
105

cttgtccage
aactacggta
attgactccg
tccecgegata
actgcggtgt

accctcegtta

Val

Thr Phe
30

Gly Leu Glu

45

Tyr Arg Asp

60

Lys

Ala Val

Gln Pro

Ser

Gly Gly

15

Asn Tyr

Trp Val

Ser Val

Ser Ser Leu Tyr

80

Tyr Tyr Cys

95

Gly Gln Gly Thr Leu

110

ctggagggag
tggtgtgggt
acggcgacaa
acgccaaatc
actattgcac

ctgtctceg

72

cctgegtcete
tcgtcaggcet
cacctactat
cagcctgtac

cactggcatc

60

120

180

240

300

348



10

15

ES 2704 425 T3

Leu

Ser

Ala

Gln

60

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

Gly

vVal

45

Ala

Asp

Arg

Ala

Phe
125

Gly

Gly

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

110

Leu

gtttcgceccac

agcctggagyg

gtatggtgtg

Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile Ala Val Ala
1 5 10
Thr Val Ala Gln Ala Glu Val Pro Leu Val Glu
20 25
Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys
35 40
Thr Phe Ser Asn Tyr Gly Met Val Trp Val Arg
50 55
Gly Leu Glu Trp Val Ala Tyr Ile Asp Ser Asp
65 70 75
Tyr Arg Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile
85 90
Lys Ser Ser Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu
100 105
Ala Val Tyr Tyr Cys Thr Thr Gly Ile Val Arg
115 120
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
130 135
<210> 61
<211> 411
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> region de 1519 gH20 V
<400> 61
atgaagaaga ctgctatagc aattgcagtg gcgctagcectg
gctgaggttce cgctggtcga gtctggagge gggecttgtcece
ctctettgtg cagtatctgg cttcacgtte tccaactacg
gctccaggta aaggtctgga atgggtggcg tatattgact
tatcgegact ctgtgaaagg tcgcettcace atttcecegeg
tacctgcaga tgaacagcct gcgtgctgaa gatactgcegg
atcgtgegte cgtttetgta ttggggtcag ggtacccecteg
<210> 62
<211> 228
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ccgacggcga
ataacgccaa
tgtactattg

ttactgtcte

Phe
15

Ala

Gly Leu

Gly Phe

Gly Lys

Thr Tyr

80

Asn Ala

95

Asp Thr

Tyr Trp

cgtggcgcaa
gagcctgegt
ggttcgtcag
caacacctac
atccagectg
caccactggce

g

<223> cadena pesada de Fab' 1519gH20 (V + CH1 gamma 1 humana + bisagra)

<400> 62

73

60

120

180

240

300

360

411



10

Glu Val Pro Leu Val

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Gly Met Val Trp Val
35

Ala Tyr Ile Asp Ser
50

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Met Asn Ser
85

Thr Thr Gly Ile Val
100

Val Thr vVal Ser Ser
115

Ala Pro Ser Ser Lys
130

Leu Val Lys Asp Tyr
145

Gly Ala Leu Thr Ser
165

Ser Gly Leu Tyr Ser
180

Leu Gly Thr Gln Thr
195

Thr Lys Val Asp Lys
210

Thr Cys Ala Ala
225

<210> 63

<211> 684

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Arg

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Pro

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Ile

val
215

Gly

val

Ala

40

Asp

Arg

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys
200

Glu

ES 2704 425 T3

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Leu

105

Lys

Gly

Pro

Thr

Vval

185

Asn

Pro

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe
170

Val

val

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Vval

His

Cys
220

Gln

Phe

Leu

45

Arg

Ser

Val

Gln

Vval

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys
205

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser
190

Pro

Lys

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln
175

Ser

Ser

Thr

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

His

<223> cadena pesada de Fab' 1519gH20 (V + CH1 gamma 1 humana + bisagra)

<400> 63

74



10

gaggttccge
tcttgtgcag
ccaggtaaag
cgcgactctg
ctgcagatga
gtgcgteegt
aagggcccat
gcecetggget
ggcgccctga
tcecetcagea
aacgtgaatc
gacaaaactc
<210> 64

<211> 249
<212> PRT

tggtcgagte
tatctggett
gtctggaatg
tgaaaggtcg
acagcctgeg
ttctgtattg
cggtcttece
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag

acacatgege

<213> Secuencia Artificial

<220>

tggaggcggg
cacgttctcce
ggtggegtat
cttcaccatt
tgctgaagat
gggtcagggt
cctggcacce
ggactacttc
gcacaccttce
cgtgcectee

caacaccaag

cgcg

<223> cadena pesada de Fab' 1519gH20

<400> 64

ES 2704 425 T3

cttgtccage
aactacggta
attgactccg
tccegegata
actgcggtgt
accctcgtta
tcctccaaga
cccgaaccgg
ccggcetgtece
agcagcttgg

gtcgacaaga

ctggagggag
tggtgtgggt
acggcgacaa
acgccaaatc
actattgcac
ctgtctcgag
gcacctctgg
tgacggtgtc
tacagtcctce
gcacccagac

aagttgagcce

cctgegtcete
tcgtcaggcet
cacctactat
cagcctgtac
cactggcatc
cgcttctaca
gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctge

caaatcttgt

Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala

1

5

10

75

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

684



Thr Val Ala Gln Ala Glu Val Pro
20

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg
35 40

Thr Phe Ser Asn Tyr Gly Met Val
50 55

Gly Leu Glu Trp Val Ala Tyr Ile
65 70

Tyr Arg Asp Ser Val Lys Gly Arg
85

Lys Ser Ser Leu Tyr Leu Gln Met
100

Ala Val Tyr Tyr Cys Thr Thr Gly
115 120

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
130 135

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser
145 150

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys
165

Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu
180

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu
195 200

Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
210 215

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val

225 230

Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Ala
245

<210> 65

<211> 747

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cadena pesada de Fab' 1519gH20

<400> 65

ES 2704 425 T3

Leu

25

Leu

Trp

Asp

Phe

Asn

105

Ile

Ser

Ser

Asp

Thr

185

Tyr

Gln

Asp

Ala

Val

Ser

Val

Ser

Thr

90

Ser

val

Ser

Lys

Tyr

170

Ser

Ser

Thr

Lys

Glu

Cys

Arg

Asp

75

Ile

Leu

Arg

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys
235

Ser

Ala

Gln

60

Gly

Ser

Arg

Pro

Ser

140

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

220

val

76

Gly

Val

45

Ala

Asp

Arg

Ala

Phe

125

Thr

Ser

Glu

His

Ser

205

Cys

Glu

Gly

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

110

Leu

Lys

Gly

Pro

Thr

190

Val

Asn

Pro

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

95

Asp

Tyr

Gly

Gly

Val

175

Phe

Val

Val

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

80

Ala

Thr

Trp

Pro

Thr

160

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser
240



atgaagaaga
gctgaggtte
ctctecttgtg
gctccaggta
tatcgecgact
tacctgcaga
atcgtgegtce
acaaagggcc
gcggecectgg
tcaggcgcece
tactccctca
tgcaacgtga
tgtgacaaaa
<210> 66

<211> 444
<212> PRT

ctgctatage
cgctggtcga
cagtatctgg
aaggtctgga
ctgtgaaagg
tgaacagcct
cgtttctgta
catcggtcett
gctgectggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc

ctcacacatg

<213> Secuencia Artificial

<220>

aattgcagtg
gtctggagge
cttcacgttc
atgggtggceg
tcgettcace
gcgtgectgaa
ttggggtcag
cccecetggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgcececce
cagcaacacc

cgecgeg

ES 2704 425 T3

gcgctagetg
gggcttgtce
tccaactacg
tatattgact
atttccecgeg
gatactgcgg
ggtaccctceg
ccectecteca
ttcececcgaac
ttceceggetg
tccagcaget

aaggtcgaca

gtttcgccac
agcctggagg
gtatggtgtg
ccgacggcga
ataacgccaa
tgtactattg
ttactgtctce
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtce
tgggcaccca

agaaagttga

cgtggcgcaa
gagcctgegt
ggttcgtcag
caacacctac
atccagcecctg
caccactgge
gagcgcttct
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc

gcccaaatcet

<223> cadena pesada de Fab' 1519gH20 IgG4 (V + gamma 4P humana constante)<400> 66

Glu Val Pro Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Gly Met Val Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Tyr Ile Asp Ser Asp Gly Asp Asn Thr Tyr Tyr Arg Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Ser Ser Leu Tyr
65 70 75 80

77

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

747



Leu

Thr

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

val

305

Ser

Gln

Thr

Thr

Pro

130

val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Met

Gly

Val

115

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

195

val

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Asn

Ile

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Lys

Asp

Ala

Pro

Val

260

val

Gln

Gln

Gly

Ser

Val

Ser

Arg

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

245

vVal

Asp

Phe

Asp

Leu
325

Leu

Arg

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

135

Pro

vVal

Ser

Thr

val

215

Phe

Thr

Val

val

Ser

295

Leu

Ser

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Ser

Glu

Leu

105

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

185

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

265

Vval

Tyr

Gly

Ile

ES 2704 425 T3

Asp

Tyr

Gly

Ser

val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu
330

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

140

val

Ala

val

His

Gly

220

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

300

Tyr

Thr

78

Val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys
335

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Pro

Phe

240

Val

Phe

Pro

Thr

Val

320

Ala



10

Lys

Glu Glu Met

Gly Gln Pro Arg Glu Pro

340

Gln

Thr Lys Asn Gln Val

355

Phe
370

Glu Asn Asn

385

Phe Phe

Gly Asn Val

Tyr Thr Gln Lys
435

<210> 67
<211> 1939
<212> ADN

Tyr Pro

Leu

Ser Asp

Tyr Lys

Thr

360

Ile Ala Val

375

Thr Pro

390

Tyr
405

Phe
420

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ser Arg Leu

Ser Cys

Ser Leu

Thr

Ser Val

Ser Leu
440

ES 2704 425 T3

Vval Thr

345

Tyr

Ser Leu Thr

Glu Trp Glu

Pro Val Leu

395

Val Asp
410

Lys

Met
425

His Glu

Ser Leu Gly

Leu Pro

Pro

Ser Gln

350

Cys
365

Leu Val

Lys Gly

Ser Asn Gly Gln Pro

380

Asp

Ser Arg

Ala Leu His
430

Lys

Ser Asp Gly

Ser
400

Trp Gln Glu

415

Asn His

<223> cadena pesada 1519gH20 IgG4 (V + gamma 4P humana constante, exones)

<400> 67
gaggtaccac

tcttgtgetg
cctggaaagg
cgggattccg
ctgcagatga
gttaggccett
aagggcccat
gcecctggget
ggcgecctga
tccctcagea
aacgtagatc

cagggaggga

ttgtggaaag
tgtctggett
gtcttgaatg
tgaaaggacg
atagcctgag
ttctgtactg
ccgtettece
gcctggtcaa
ccagcggcegt
gcgtggtgac
acaagcccag

gggtgtctge

cggaggaggt
caccttctcce
ggtggcctat
cttcacaatc
agccgaggat
gggacagggc
cctggegecce
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccctee
caacaccaag

tggaagccag

cttgtgcage
aattacggaa
attgactctg
tccecgagata
actgccegtgt
accttggtta
tgctccagga
cccgaaccgg
ccggetgtce
agcagcttgg
gtggacaaga

gctcagceect

ctggaggaag
tggtctgggt
acggggacaa
acgccaagag
actattgcac
ctgtctcgag
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtccte
gcacgaagac
gagttggtga

cctgeectgga

79

tttacgtctce
cagacaagca
cacctactat
ctcactgtac
aacgggaatc
cgcttctaca
gagcacagcc
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgce
gaggccagca

cgcaccecgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

ctgtgcagcec
tctgaccacc
gcagccacag
tcagacctgce
ggccaaactc
ccaatcttcet
caacccaggc
agggacaggc
ttcctggggg
tcececggacce
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct
tcagctecgge
gcagccccga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctecctte
tgtcttctea
ctcectgtet
<210> 68

<211> 347
<212> PRT

ccagcccagg
ccactcatgce
gctggatgcece
caagagccat
tccactcect
ctctgcagag
ctcgecectcee
cccagccggg
gaccatcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
ccaccctetg
gagccacagg
ctgacctgcece
gggcagcecgg
ttcctctaca
tgctcecgtga

ctgggtaaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

gcagcaaggc
ccagggagag
cctaccccag
atccgggagyg
cagctcagac
tccaaatatg
agctcaaggc
tgctgacgca
cttecectgtte
gtgcgtggtg
tggcgtggag
ccgtgtggte
gtgcaaggtc
aggtgggacc
ccctgggagt
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaggctaac

tgcatgaggc

<223> cadena ligera FabFv 1519gL20

<400> 68

ES 2704 425 T3

atgccccatce
ggtcttctgg
gccctgegea
accctgecece
accttctecte
gtcccccatg
gggacaggtg
tccacctcca
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cacggggtge
gaccgcetgtg
gcccccatce
cttctaccce
caagaccacg
cgtggacaag

tctgcacaac

tgtctcctcea
atttttccac
tacaggggca
tgacctaagc
ctcccagatce
cccaccatge
ccctagagta
tctcttecte
ccaaggacac
gccaggaaga
ccaagacaaa
ccgtectgea
gcctecegte
gagggccaca
ccaacctctg
caggaggaga
agcgacatcg
ccteeegtge
agcaggtggc

cactacacac

ccecggaggec
caggctcecgg
ggtgctgecge
ccaccccaaa
tgagtaactc
ccaggtaagc
gcctgecatcce
agcacctgag
tctcatgatce
ccccgaggte
gccgegggag
ccaggactgg
ctccatcgag
tggacagagg
tcecctacagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
aggaggggaa

agaagagcct

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Val Gly Ala

20

25

30

Ser Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Leu Phe Gln Lys Pro Gly Lys Ala

35

40

45

80

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1939



Pro

Ser

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Ser

225

Gln

Thr

Gln

Lys

Lys

50

Arg

Ser

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val

210

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

Arg

Phe

Leu

Phe

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

Gly

Pro

Gln

Lys

275

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

val

Lys

Gly

Ser

Ser

260

Pro

Ser

Ile

Gly

Pro

85

His

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ser

245

Ser

Gly

Gly

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

230

Vval

Pro

Lys

val

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

val

Ser

Thr

Cys

Asn

215

Gly

Ser

Ser

Ala

Pro

Vval

Ser

Phe

Gly

Val

120

Ser

Gln

val

Leu

Glu

200

Arg

Gly

Ala

Val

Pro

280

Ser

ES 2704 425 T3

Ser

Gly

Ala

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Gly

Ser

Trp

265

Lys

Arg

Thr

Thr

Thr

90

Gly

Ile

val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Gly

Val

250

Ser

Leu

Phe

Leu

Glu

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Ser

235

Gly

Asn

Leu

Ser

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Ser

220

Asp

Asp

Phe

Ile

Gly

81

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

205

Gly

Ile

Arg

Leu

Tyr

285

Ser

Gly

Leu

Leu

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Gly

Gln

Val

Ser

270

Glu

Gly

Ile

Thr

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Met

Thr
255

Trp

Ala

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Gly

Thr

240

Ile

Tyr

Ser

Gly



10

15

290

295

ES 2704 425 T3

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
310

305

315

Thr Tyr Tyr Cys Gly Gly Gly Tyr Ser Ser Ile

325

330

Gly Cys Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr

<210> 69
<211> 1041
<212> ADN

340

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cadena ligera FabFv 1519gL20

<400> 69
gatatccaga

attacgtgta
ctctttcaga
tctgggatac
tcatcgetge
cacactttceg
ttcatcttce
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccce
gtcacccatc
ggtggeggtyg
cagagtcctt
tctecctageg
aaacttctga
tctggatcag
acctactatt
aaggtggaaa

<210> 70
<211> 367
<212> PRT

tgacccagag
agagctccca
agcctggcaa
cgtcacgatt
aacccgagga
gccaggggac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgtce
agggcctgag
gcagtggtgg
catcggtatc
tctggagcaa
tttatgaagce
ggacagactt
gtggtggagg

tcaaacgtac

<213> Secuencia Artificial

<220>

cccatctage
atctctcegtg
ggcaccaaaa
ttceggatcet
ctttgctacc
aaaactcgaa
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
taaagcagac
ctcaccagta
gggaggctcc
cgcgtecegtt
ttttcetatce
ctcgaaactc
cacgttgaca
ttacagtagc

c

<223> cadena ligera FabFv 1519gL20

<400> 70

345

ttatccgett
ggtgcaagtg
cggctgatcet
gggagcggaa
tactactgce
atcaaacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaaaagtt
ggaggtggcg
ggcgataggg
tggtatcaac
accagtggag
atcagttcge

ataagtgata

300

Pro Glu Asp Phe Ala

320

Ser Asp Thr Thr Phe

ccgttggtga
gcaagaccta
atctggtgtc
ctgagttcac
tgcaaggcac
cggtagcggce
ctgcctetgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtgta
ttaatagagg
gttcagacat
tgactattac
agaaaccggg
ttccgtcaag
tgcaaccaga

cgacatttgg

82

335

tcgegtgaca
tctgtactgg
tacccttgac
actcacgatt
tcatttcecct
cccatctgte
tgtgtgectg
cgccctccaa
ctacagcctg
cgcctgegaa
ggagtgtagc
acaaatgacc
atgtcaaagc
gaaggctcca
attcagtggce
ggactttgcg

gtgcggtact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1041



Met

Asp

Ala

Leu

Pro

65

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

145

Leu

Asn

Ser

Ala

Ser

Ala

Ser

Val

50

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

130

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
210

Vval

Arg

val

35

Gly

Lys

Ile

Thr

Gln

115

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

195

Tyr

Pro

Cys

20

Gly

Ala

Ala

Pro

Ile

100

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

180

Ser

Glu

Thr

Asp

Asp

Ser

Pro

Ser

85

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

165

Ser

Thr

Lys

Gln

Ile

Arg

Gly

Lys

70

Arg

Ser

His

Thr

Leu

150

Pro

Gly

Tyr

His

Val

Gln

Vval

Lys

55

Arg

Phe

Leu

Phe

Val

135

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
215

Leu

Met

Thr

40

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

120

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

200

Val

ES 2704 425 T3

Gly

Thr

25

Ile

Tyr

Ile

Gly

Pro

105

His

Ala

Gly

Ala

Gln

185

Ser

Tyr

Leu

10

Gln

Thr

Leu

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

170

Glu

Ser

Ala

Leu

Ser

Cys

Tyr

Leu

75

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

155

Val

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

Lys

Trp

60

val

Ser

Phe

Gly

Val

140

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
220

83

Leu

Ser

Ser

Leu

Ser

Gly

Ala

Gln

125

Phe

Vval

Trp

Thr

Thr

205

Val

Trp

Ser

30

Ser

Phe

Thr

Thr

Thr

110

Gly

Ile

Vval

Lys

Glu

190

Leu

Thr

Leu

15

Leu

Gln

Gln

Leu

Glu

95

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

175

Gln

Ser

His

Thr

Ser

Ser

Lys

Asp

80

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

160

Asp

Asp

Lys

Gln



Gly
225

Leu
Gly Gly
Ile

Gln

Arg Val

Ser

Gly

Met

Thr

Ser Pro

Val

Thr Lys

230

Gly Ser

245

Thr
260

Gln

Ile Thr

275

Ser
290

Leu

Tyr Glu

305

Ser Gly

Glu

Asp

Asp Thr

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr

Tyr Gln

Ser Lys

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

Gly Gly

Pro Ser

Gln Ser

280

Lys Pro

295

Thr Ser

310

Thr
325

Gly

Ala
340

Thr

Phe Gly

355

<210> 71
<211> 1101
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Asp

Tyr

Cys

Phe Thr

Tyr

Cys

Thr
360

Gly

ES 2704 425 T3

Phe Asn

235

Ser

Ser
250

Gly Gly

Ser Val Ser

265

Ser Pro Ser

Gly Lys Ala

Val Pro

315

Gly

Thr
330

Leu Ile

Gly
345

Gly Gly

Lys Val Glu

<223> cadena ligera FabFv 1519gL20 <400> 71

atgtctgtcc
gatatccaga
attacgtgta
ctctttcaga
tctgggatac
tcatcgetge
cacactttcg
ttcatcttce

ctgaataact

ccacccaagt
tgacccagag
agagctccca
agcctggcaa
cgtcacgatt
aacccgagga
gccaggggac
cgccatctga

tctatcccag

ccteggacte
cccatctage
atctctegtg
ggcaccaaaa
ttceggatcet
ctttgctacc
aaaactcgaa
tgagcagttg

agaggccaaa

ctgctactct
ttatccgett
ggtgcaagtg
cggctgatct
gggagcggaa
tactactgcce
atcaaacgta
aaatctggaa

gtacagtgga

Arg Gly

Gly Gly

Ala Vval

270

Ser

Val Trp

285

Pro
300

Lys

Ser Arg Phe

Ser Ser

Tyr Ser

350

Ile Lys

365

ggcttacaga
ccgttggtga
gcaagaccta
atctggtgtc
ctgagttcac
tgcaaggcac
cggtagcgge
ctgcctetgt

aggtggataa

84

Glu

Gly

Ser

Leu

Leu

Ser

Arg

Ser
240

Cys

Ser
255

Asp

Gly Asp

Asn Phe

Leu Ile

Ser Gly

320

Gln
335

Pro

Ile Ser

Thr

tgccagatge
tcgegtgaca
tctgtactgg
tacccttgac
actcacgatt
tcatttcect
cccatctgtce
tgtgtgectg

cgccectccaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540



10

tcgggtaact
agcagcaccc
gtcacccatc
ggtggeggtyg
cagagtcctt
tctecctageg
aaacttctga
tctggatcag
acctactatt
aaggtggaaa
<210>72

<211> 357
<212> PRT

cccaggagag
tgacgctgte
agggcctgag
gcagtggtgg
catcggtatc
tctggagcaa
tttatgaagce
ggacagactt
gtggtggagg

tcaaacgtac

<213> Secuencia Artificial

<220>

tgtcacagag
taaagcagac
ctcaccagta
gggaggctcc
cgcgteegtt
ttttctatce
ctcgaaactc
cacgttgaca
ttacagtagc

c

<223> cadena pesada FabFv 1519gH20

<400> 72

Glu Val Pro Leu

1

Ser Leu Arg Leu

Gly Met Vval

35

Ala Tyr

50

Lys
65

Leu Gln Met Asn

Thr

val

Ile Asp

Gly Arg Phe

Thr Gly

Thr Val

5

20

Trp Val

Thr

Ile Val
100

Ser

115

Ile
70

Arg Pro

Ser Ala

Val Glu Ser Gly

Ser Cys Ala Val

Arg Gln Ala

40

Ser Asp Gly Asp

55

Ser Arg

Ser Leu Arg Ala

Phe

Thr
120

Ser

Pro

Asn Thr

Glu Asp

Leu
105

Lys

ES 2704 425 T3

caggacagca
tacgagaaac
acaaaaagtt
ggaggtggcg
ggcgataggg
tggtatcaac
accagtggag
atcagttcge

ataagtgata

Gly Gly Leu

10

Ser Gly Phe
25

Gly Lys

Tyr

Asp Asn Ala

75

Tyr

Gly Pro

Thr

Trp

aggacagcac
acaaagtgta
ttaatagagg
gttcagacat
tgactattac
agaaaccggg
ttcegtcaag
tgcaaccaga

cgacatttgg

Val

Thr Phe

30

Gly
45

Tyr Arg Asp

60

Ser

Lys

Ala Val

Gly

Ser Val
125

85

Gln Pro

Ser Asn

Leu Glu

Ser Leu

Tyr

Gln Gly

110

Phe

ctacagcctg
cgcctgegaa
ggagtgtagce
acaaatgacc
atgtcaaagc
gaaggctcca
attcagtggce
ggactttgcg

gtgcggtact

Gly Gly
15

Tyr

Trp Val

Ser Val

Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu

Pro Leu

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1101



Ala Pro Ser
130

Leu Val Lys
145

Gly Ala Leu

Ser Gly Leu

Leu Gly Thr
195

Thr Lys Val
210

Gly Ser Gly
225

Leu Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln
275

Ala Ser Gly
290

Ile Ser Arg
305

Leu Arg Ala

Gly Tyr Ser

Val Thr Val
355

<210> 73
<211> 1071
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Gly

Gly

Val

260

Ala

Thr

Asp

Glu

Thr

340

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Gly

Gly

245

Ser

Pro

Thr

Asn

Asp

325

Ala

Ser

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

230

Gly

Gly

Gly

Phe

Ser

310

Thr

Pro

Thr

135

Pro

val

Ser

Ile

val

215

Thr

Leu

Ile

Lys

Tyr

295

Lys

Ala

Tyr

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Gly

Val

Asp

Cys

280

Ala

Asn

vVal

Phe

<223> cadena pesada FabFv 1519gH20

<400> 73

ES 2704 425 T3

Gly

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Gly

Gln

Leu

265

Leu

Thr

Thr

Tyr

Asp
345

Gly

Val

Phe

170

val

val

Lys

Gly

Pro

250

Ser

Glu

Trp

Val

Tyr

330

Leu

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly

235

Gly

Asn

Trp

Ala

Tyr

315

Cys

Trp

Ala

140

Val

Ala

val

His

Cys

220

Ser

Gly

Tyr

Ile

Lys

300

Leu

Ala

Gly

86

Ala

Ser

vVal

Pro

Lys

205

Ser

Glu

Ser

Ala

Gly

285

Gly

Gln

Arg

Gln

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Gly

Val

Leu

Ile

270

Ile

Arg

Met

Thr

Gly
350

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Gly

Gln

Arg

255

Asn

Ile

Phe

Asn

Val

335

Thr

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Gly

Leu

240

Leu

Trp

Trp

Thr

Ser

320

Pro

Leu



gaggtaccac
tcttgtgetg
cctggaaagg
cgggattceg
ctgcagatga
gttaggcctt
aagggcccat
gccetggget
ggtgccctga
tccectgagea
aacgtgaatc
agtggaggtg
cttgagtctg
agcggcatceg
ttagaatgga
ggaaggttta
ttgcgagcag
gcaccctact
<210>74

<211> 376
<212> PRT

ttgtggaaag
tgtctggett
gtcttgaatg
tgaaaggacg
atagcctgag
ttctgtactg
cggtcttece
gcctggtcaa
ccagcggcegt
gcgtggtgac
acaagcccag
ggggctcagg
gaggaggcct
acctgagcaa
tcggtataat
caattagccg
aggacacggc

tecgatctgtg

<213> Secuencia Artificial

<220>

cggaggaggt
caccttctcce
ggtggcctat
cttcacaatc
agccgaggat
gggacagggc
cctggcacce
ggactacttc
tcacaccttc
cgtgeccctece
caacaccaag
tggaggcggg
agtccagect
ttacgccatce
atgggccagt
ggacaatagc
ggtgtactat

gggacaaggg

ES 2704 425 T3

cttgtgcage
aattacggaa
attgactctg
tccecgagata
actgccgtgt
accttggtta
tcctccaaga
cccgaaccag
ccggetgtec
agcagcttgg
gtcgataaga
accggtggag
ggagggagcc
aactgggtga
gggacgacct
aaaaacaccg
tgtgctcgea

accctggtga

<223> cadena pesada FabFv 1519gH20 <400> 74
Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly

1

5

10

ctggaggaag
tggtctgggt
acggggacaa
acgccaagag
actattgcac
ctgtctcgag
gcacctctgg
tgacggtgtc
tacagtcttc
gcacccagac
aagttgagcc
gtggcagcga
tgcgtctcete
gacaagctcc
tttatgctac
tgtatctcca
ctgtcccagg

ctgtttcaag

tttacgtctce
cagacaagca
cacctactat
ctcactgtac
aacgggaatc
cgcgtccaca
gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctgc
caaatcttgt
ggttcaactg
ttgtgcagta
ggggaagtgt
atgggcgaaa
aatgaactcc
ttatagcact

t

15

Val His Ser Glu Val Pro Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln

20

25

30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly Phe Thr Phe

87

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1071



Ser

Glu

65

Asp

Ser

Tyr

Gly

Phe

145

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

225

Gly

val

Leu

Asn

50

Trp

Ser

Leu

Tyr

Thr

130

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

210

Ser

Gly

Gln

Arg

35

Tyr

val

Val

Tyr

Cys

115

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

195

Ser

Asn

Gly

Leu

Leu
275

Gly

Ala

Lys

Leu

100

Thr

Vval

Ala

Leu

Gly

180

Ser

Leu

Thr

Gly

Leu

260

Ser

Met

Tyr

Gly

Gln

Thr

Thr

Pro

val

165

Ala

Gly

Gly

Lys

Ser

245

Glu

Cys

Val

Ile

70

Arg

Met

Gly

Val

Ser

150

Lys

Leu

Leu

Thr

val

230

Gly

Ser

Ala

Trp

55

Asp

Phe

Asn

Ile

Ser

135

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

215

Asp

Gly

Gly

Val

40

Val

Ser

Thr

Ser

Val

120

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

200

Thr

Lys

Gly

Gly

Ser
280

ES 2704 425 T3

Arg

Asp

Ile

Leu

105

Arg

Ala

Ser

Phe

Gly

185

Leu

Tyr

Lys

Gly

Gly

265

Gly

Gln

Gly

Ser

Arg

Pro

Ser

Thr

Pro

170

val

Ser

Ile

val

Thr

250

Leu

Ile

Ala

Asp

75

Arg

Ala

Phe

Thr

Ser

155

Glu

His

Ser

Cys

Glu

235

Gly

val

Asp

Pro

60

Asn

Asp

Glu

Leu

Lys

140

Gly

Pro

Thr

val

Asn

220

Pro

Gly

Gln

Leu

88

45

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

125

Gly

Gly

val

Phe

Val

205

val

Lys

Gly

Pro

Ser
285

Lys

Tyr

Ala

Thr

110

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

190

Thr

Asn

Ser

Gly

Gly

270

Asn

Gly

Tyr

Lys

95

Ala

Gly

Ser

Ala

val

175

Ala

Val

His

Cys

Ser

255

Gly

Tyr

Leu

Arg

80

Ser

Val

Gln

Val

Ala

160

Ser

Val

Pro

Lys

Ser

240

Glu

Ser

Ala
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Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Cys Leu Glu Trp Ile Gly
290 295 300

Ile Ile Trp Ala Ser Gly Thr Thr Phe Tyr Ala Thr Trp Ala Lys Gly
305 310 315 320

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Val Tyr Leu Gln
325 330 335

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
340 345 350

Thr Val Pro Gly Tyr Ser Thr Ala Pro Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Gln
355 360 365

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
370 375

<210>75

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> 5' Tsp de tipo salvaje

<400> 75
Met Asn Met Phe Phe Arg Leu Thr Ala Leu Ala Gly Leu Leu Ala Ile
1 5 10 15

Ala Gly Gln Thr Phe Ala
20

<210> 76

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> 5' Tsp de tipo salvaje <400> 76
atgaacatgt tttttaggct taccgcgtta gctggcctge ttgcaatagec aggccagacc

ttecget

<210> 77

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> fragmento 5' Tsp mutado

<400> 77
Met Asn Ser Phe Leu Gly Leu Pro Arg Leu Ala Cys Leu Gln Gln Ala
1 5 10 15

Arg His Leu

<210>78

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
89
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<223> fragmento 5' Tsp mutado <400> 78
atgaattcgt ttttaggctt accgcgttag ctggcctget tgcaatagca ggccagacat

taattg

<210> 79
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> 5' (proteasa lll) ptr delta mutada

<400> 79
Ile Pro Arg Ser Thr Trp Phe Lys Ala Leu Leu Leu Leu Val Ala Leu
1 5 10 15

Trp Ala His Cys
20

<210> 80
<211> 66
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> 5' (proteasa lll) ptr delta mutada

<400> 80
tgaattccece gecagcacctg gttcaaagca ttattgttgt tagttgeccet ttgggeacat

taatgt

<210> 81
<211> 21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> 5' (proteasa lll) ptr de tipo salvaje

<400> 81
Met Pro Arg Ser Thr Trp Phe Lys Ala Leu Leu Leu Leu Val Ala Leu
1 5 10 15

Trp Ala Pro Leu Ser
20

<210> 82
<211> 66
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> 5' (proteasa lll) ptr de tipo salvaje <400> 82
tgaatgccce gcagcacctg gttcaaagca ttattgttgt tagttgccect ttgggcaccce

ttaagt

90

60

66

60

66

60

66
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REIVINDICACIONES
1. Una célula bacteriana gram negativa recombinante que comprende:

a. un gen spr mutante que codifica una proteina spr que tiene una mutacién en uno o mas aminoacidos
seleccionados entre D133, H145, H157, N31, R62, 170, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, V135,
L136, G140, R144 y G147 y

b. un vector de expresidon que comprende un gen que expresa O expresa en exceso una o mas proteinas
capaces de facilitar el plegamiento de proteinas seleccionadas entre FkpA, Skp o una combinacion de FkpA 'y
Skp,

en donde la célula tiene una actividad de proteina Tsp reducida en comparacion con una célula de tipo salvaje y en
donde la célula no comprende un polinucleétido recombinante que codifica DsbC y en donde la célula bacteriana es
isogénica con respecto a una célula de E. coli de tipo salvaje, excepto por el gen spr mutado y la modificacion
requerida para reducir la actividad de la proteina Tsp en comparacién con una célula de tipo salvaje.

2. Una célula segun la reivindicacion 1, en donde el gen spr mutante codifica una proteina spr que tiene una o mas
mutaciones seleccionadas entre D133A, H145A, H157A, N31Y, R62C, 170T, Q73R, C94A, S95F, VI98E, Q99P,
R100G, L108S, Y115F , V135D, V135G, L136P, G140C, R144C y G147C.

3. Una célula segun la reivindicacion 1, en donde el gen spr mutante codifica una proteina spr que tiene las
mutaciones C94 y H145A.

4. Una célula segun la reivindicacion 1, en donde el gen spr mutante codifica una proteina spr que tiene una
mutacion seleccionada entre D133A, H145A y H157A.

5. Una célula segun la reivindicacion 1, en donde el gen spr mutante codifica una proteina spr que tiene una
mutacion seleccionada entre C94A.

6. Una célula segun cualquier reivindicacion precedente, en donde el gen spr mutante esta integrado en el genoma
de la célula.

7. Una célula segun cualquier reivindicacion precedente, en donde un gen que codifica una proteina capaz de
facilitar el plegamiento de proteinas se transfecta transitoriamente a la célula.

8. Una célula segun cualquier reivindicacion precedente, en donde la proteina capaz de facilitar el plegamiento de
proteinas es FkpA.

9. Una célula segun cualquier reivindicacion precedente, en donde la célula comprende adicionalmente uno o mas
de los siguientes genes mutados:

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

b. un gen ptr mutado, en donde el gen ptr mutado codifica una proteina Proteasa lll que tiene actividad de
proteasa reducida o es un gen ptr mutado desactivado; y

c. un gen OmpT mutado, en donde el gen OmpT mutado codifica una proteina OmpT que tiene actividad
proteasa reducida o es un gen OmpT mutado desactivado.

10. Una célula segun cualquier reivindicacion precedente, en donde la célula comprende un gen Tsp mutado que
codifica una proteina Tsp que tiene actividad proteasa reducida o es un gen Tsp mutado desactivado.

11. Una célula segun cualquier reivindicacion precedente, en donde la célula tiene un gen Tsp mutado desactivado
que comprende una mutacién en el codon de inicio y/o uno o mas codones de parada del gen situados aguas abajo
del coddn de inicio del gen y aguas arriba del codéon de parada del gen.

12. Una célula segun la reivindicacion 11, en donde el gen Tsp mutado desactivado comprende un sitio para un
marcador de restriccion creado por una mutacion de cambio de sentido en el codon de inicio del gen y
opcionalmente una o mas mutaciones puntuales adicionales.

13. Una célula segun la reivindicacion 12, en donde el gen Tsp mutado desactivado comprende SEQ ID NO: 3.
14. Una célula segun cualquier reivindicacion precedente, en donde la célula es E. coli.
15. Una célula segun la reivindicacion 14, en donde E coli es la cepa K12 o W3110.

16. Una célula segun cualquier reivindicacion precedente, en donde la célula comprende una secuencia de
polinucledtidos que codifica una proteina de interés seleccionada entre un anticuerpo o un fragmento de unién a

91
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antigeno del mismo.

17. Una célula segun la reivindicacion 16, en donde el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo es
especifico para FcRn.

18. Un método para producir una proteina de interés que comprende cultivar una célula bacteriana gram negativa
recombinante como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 en un medio de cultivo en condiciones
eficaces para expresar la proteina recombinante de interés y recuperar la proteina recombinante de interés del
periplasma de la célula bacteriana gram negativa recombinante y/o del medio de cultivo.

19. Un método segun la reivindicacion 18, en donde el método comprende adicionalmente recuperar la proteina de
interés de la célula.

20. Un método segun la reivindicacion 19, en donde la proteina de interés se recupera del periplasma y/o del
sobrenadante.
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Figura 2 Experimentos de variacion de la velocidad de alimentacién
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Figura 6 Transferencia Western en condiciones no reductoras para un lote a escala piloto de 20 L

MXE016 FkpA
PM 1 B 23 B 4567809

1 — Control positivo etiqueta His (DsbC)

2 - Extracto pequefia escala 30°C

3 - Extracto pequeiia escala 60°C
4 — Sobrenadante de fase pesada

— Fase ligera

— Post adicién de tampén

5
6
7 — Post extraccion
8 — Post centrifugacion del extracto
9

— Post filtracion
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Figura7A  Mutacion en diversos genes

ptr tipo salvaje (proteasa lll) 5' (SEQ ID NO 81 y 82)

M P R S T W F K A L L L L V
TGA ATGCCC CGC AGC ACCTGG TTCAAAGCATTATTGTTGTTAGTT

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

ptr A mutada (proteasa lll) 5' (SEQ ID NO 79 y 80)

o P R 8§ T W F K A L L L L Vv
TGA ATTCCC CGC AGC ACCTGG TTC AAAGCATTATTIGTTGTTAGTT

A L w A H * C
GCC CTT TGG GCA CAT TAA TGT

Figura 7B

Tsp tipo salvaje 5' (SEQ ID NO 75 y 76)

M N M F F R L T A L A G L L A
ATGAAC ATGTTT TTTAGG CTT ACC GCG TTAGCT GGC CTG CTT GCA

I A G Q T F A
ATA GCA GGC CAGACCTTC GCT

Tsp A mutada 5' (SEQ ID NO 77 y 78)
EcoR |

~~ A~~~ ~—~

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

* Q A R H * L
TAG CAG GCC AGACATTAATTG
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Figura 7C

DegP tipo salvaje
202 D A A | N R G N 8 G G
949 GAT GCA GCG ATC AAC CGT GGT AAC TCCGGT GGT

DegP mutada S210A

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

Figura 7D Insercion de genes

EcoRI
l Ndel

| e | Iv¢ || - (

[ [ © |_Iv

Asel ATTAAT(G)
Ndel CATATG
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FIGURA 8A SEQ ID NO: 1 es la secuencia de ADN del gen Tsp de tipo salvaje incluyendo los
nucleétidos ATGAAC aguas arriba del codon de inicio

ATGAACATGTTTTTTAGGCTTACCGCGTTAGCTGGCCTGCTTGCAATAGCAGGCCAGACCTTCGCTGTAGAA
GATATCACGCGTGCTGATCAAATTCCGGTATTAAAGGAAGAGACGCAGCATGCGACGGTAAGTGAGCGCGTA
ACGTCGCGCTTCACCCGTTCTCATTATCGCCAGTTCGACCTCGATCAGGCATTTTCGGCCAAAATCTTTGAC
CGCTACCTGAATCTGCTCGATTACAGCCACAACGTGCTGCTGGCAAGCGATGTTGAACAGTTCGCGAAAAAG
AAAACCGAGTTAGGCGATGAACTGCGTTCAGGCAAACTCGACGTTTTCTACGATCTCTACAATCTGGCGCAA
AAGCGCCGTTTTGAGCGTTACCAGTACGCTTTGTCGGTACTGGARAAGCCGATGGATTTCACCGGCAACGAC
ACTTATAACCTTGACCGCAGCAAAGCGCCCTGGCCGAAARACGAGGCTGAGTTGAACGCGCTGTGGGACAGT
AAAGTCAAATTCGACGAGTTAAGCCTGAAGCTGACAGGAAAAACGGATAAAGAAATTCGTGAAACCCTGACT
CGCCGCTACAAATTTGCCATTCGTCGTCTGGCGCAAACCAACAGCGAAGATGTTTITCTCGCTGGCAATGACG
GCGTTTGCGCGTGAAATCGACCCGCATACCAACTATCTTTCCCCGCGTAATACCGAACAGTTCAACACTGAA
ATGAGTTTGTCGCTGGAAGGTATTGGCGCAGTGCTGCAAATGGATGATGACTACACCGTTATCAATTCGATG
GTGGCAGGTGGTCCGGCAGCGAAGAGTAAAGCTATCAGCGTTGGTGACAAAATTGTCGGTGTTGGTCAAACA
GGCAAGCCGATGGTTGACGTGATTGGCTGGCGTCTTGATGATGTGGTTGCCTTAATTAAAGGGCCGAAGGGC
AGTAAAGTTCGTCTGGAAATTTTACCTGCTGGTAAAGGGACCAAGACCCGTACTGTAACGTTGACCCGTGAA
CGTATTCGTCTCGAAGACCGCGCGGTTAAAATGTCGGTGAAGACCGTCGGTAAACGAGAAAGTCGGCGTGCTG
GATATTCCGGGCTTCTATGTGGGTTTGACAGACGATGTCAAAGTGCAACTGCAGAAACTGGAAAAACAGAAT
GTCAGCAGCGTCATCATCGACCTGCGTAGCAATGGCGGTGGGGCGTTAACTGAAGCCGTATCGCTCTCCGGT
CTGTTTATTCCTGCGGGTCCCATTGTTCAGGTCCGCGATAACAACGGCAAGGTTCGTGAAGATAGCGATACC
GACGGACAGGTTTTCTATAAAGGCCCGCTGGTGGTGCTGGTTGACCGCTTCAGTGCTTCGGCTTCAGAARATC
TTTGCCGCGGCAATGCAGGATTACGGTCGTGCGCTGGTTGTGGGTGAACCGACGTTTGGTAAAGGCACCGTT
CAGCAATACCGTTCATTGAACCGTATTTACGATCAGATGTTACGTCCTGAATGGCCAGCGCTGGGTTCTIGTG
CAGTACACGATCCAGAAATTCTATCGCGTTAACGGCGGCAGTACGCAACGTAAAGGCGTAACGCCAGACATC
ATCATGCCGACGGGTAATGAAGAAACGGARAACGGGTGAGAAATTCGAAGATAACGCGCTGCCGTGGGATAGC
ATTGATGCCGCGACTTATGTGAAATCAGGAGATTTAACGGCCTTTGAACCGGAGCTGCTGAAGGAACATAAT
GCGCGTATCGCGAAAGATCCTGAGTTCCAGAACATCATGAAGGATATCGCGCGCTTCAACGCTATGAAGGAC
AAGCGCAATATCGTTTCTCTGAATTACGCTGTGCGTGAGAAAGAGAATAATGAAGATGATGCGACGCGTCTG
GCGCGTTTGAACGAACGCTTTAAACGCGAAGGTAAACCGGAGTTGAAGAAACTGGATGATCTACCGAAAGAT
TACCAGGAGCCGGATCCTTATCTGGATGAGACGGTGAATATCGCACTCGATCTGGCGAAGCTTGAAAAAGCC
AGACCCGCGGAACAACCCGCTCCCGTCAAGTAA

FIGURA 8B SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos de la proteina Tsp de tipo salvaje

MEFRLTALAGLLAIAGQTFAVEDITRADQIPVLKEETQHATVSERVTISRETRSHYRQFDLDQAFSAKIFDRY
LNLLDYSHNVLLASDVEQFAKKKTELGDELRSGKLDVEYDLYNLAQKRRFERYQYALSVLEKPMDETGNDTY
NLDRSKAPWPKNEAELNALWDSKVKEDELSLKLTGKTDKEIRETLTRRYKFAIRRLAQTNSEDVESLAMTAF
AREIDPHTNYLSPRNTEQFNTEMSLSLEGIGAVLOMDDDY TVINSMVAGGPAAKSKAISVGDKIVGVGQOTGK
PMVDVIGWRLDDVVALIKGPKGSKVRLEILPAGKGTKTRTVTLTRERIRLEDRAVEKMSVKTVGKEKVGVLDI
PGEFYVGLTDDVKVQLOKLEKQNVSSVIIDLRSNGGGALTEAVSLSGLEIPAGPIVQVRDNNGKVREDSDTDG
QVEYKGPLVVLVDRFSASASEIFAAAMODYGRALVVGEPTFGKGTVQQYRSLNRIYDOMLRPEWPALGSVQY
TIQKFYRVNGGSTQRKGVTPDIIMPTGNEETETGEKFEDNALPWDSIDAATYVKSGDLTAFEPELLKEHNAR
TAKDPEFQNIMKDIARENAMKDKRNIVSLNYAVREKENNEDDATRLARLNERFKREGKPELKKLDDLPKDYQ
EPDPYLDETVNIALDLAKLEKARPAEQPAPVK¥*
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FIGURA 8C
SEQ ID NO: 3 es la secuencia de ADN del gen Tsp desactivado mutado incluyendo los
nucleétidos ATGAAC aguas arriba del coddn de inicio

ATGAATTCGTTTTTAGGCTTACCGCGTTAGCTGGCCTGCTTGCAATAGCAGGCCAGACATTAATTGTAGAAG
ATATCACGCGTGCTGATCAAATTCCGGTATTAAAGGAAGAGACGCAGCATGCGACGGTAAGTGAGCGCGTAA
CGTCGCGCTTCACCCGTTCTCATTATCGCCAGTTCGACCTCGATCAGGCATTTTCGGCCAAAATCTTTGACC
GCTACCTGAATCTGCTCGATTACAGCCACAACGTGCTGCTGGCAAGCGATGTTGAACAGTTCGCGAAAAAGA
AAACCGAGTTAGGCGATGAACTGCGTTCAGGCAAACTCGACGTTTTCTACGATCTCTACAATCTGGCGCAAA
AGCGCCGTTTTGAGCGTTACCAGTACGCTTTGTCGGTACTGGAARAGCCGATGGATTTCACCGGCAACGACA
CTTATAACCTTGACCGCAGCAAAGCGCCCTGGCCGAAAAACGAGGCTGAGTTGAACGCGCTGTGGGACAGTA
AAGTCAAATTCGACGAGTTAAGCCTGAAGCTGACAGGAAAAACGGATAAAGAAATTCGTGAAACCCTGACTC
GCCGCTACAAATTTGCCATTCGTCGTCTGGCGCAAACCAACAGCGAAGATGTTTTCTCGCTGGCAATGACGG
CGTTTGCGCGTGAAATCGACCCGCATACCAACTATCTTTCCCCGCGTAATACCGAACAGTTCAACACTGAAA
TGAGTTTGTCGCTGGAAGGTATTGGCGCAGTGCTGCAAATGGATGATGACTACACCGTTATCAATTCGATGG
TGGCAGGTGGTCCGGCAGCGAAGAGTAAAGCTATCAGCGTTGGTGACAAAATTGTCGGTGTTGGTCARACAG
GCAAGCCGATGGTTGACGTGATTGGCTGGCGTCTTGATGATGTGGTTGCCTTAATTAAAGGGCCGAAGGGCA
GTAAAGTTCGTCTGGARATTTTACCTGCTGGTAAAGGGACCAAGACCCGTACTGTAACGTTGACCCGTIGAAC
GTATTCGTCTCGAAGACCGCGCGGTTAAAATGTCGGTGAAGACCGTCGGTAAAGAGAAAGTCGGCGTGCTGG
ATATTCCGGGCTTCTATGTGGGTTTGACAGACGATGTCAAAGTGCAACTGCAGAAACTGGAAAAACAGAATG
TCAGCAGCGTCATCATCGACCTGCGTAGCAATGGCGGTGGGGCGTTAACTGAAGCCGTATCGCTCTCCGGTC
TGTTTATTCCTGCGGGTCCCATTGTTCAGGTCCGCGATAACAACGGCAAGGTTCGTGAAGATAGCGATACCG
ACGGACAGGTTTTCTATAAAGGCCCGCTGGTGGTGCTGGTTGACCGCTTCAGTGCTTCGGCTTCAGAAATCT
TTGCCGCGGCAATGCAGGATTACGGTCGTGCGCTGGTTGTGGGTGAACCGACGTTTGGTAAAGGCACCGTTIC
AGCAATACCGTTCATTGAACCGTATTTACGATCAGATGTTACGTCCTGAATGGCCAGCGCTGGGTTCTGTGC
AGTACACGATCCAGAAATTCTATCGCGTTAACGGCGGCAGTACGCAACGTAAAGGCGTAACGCCAGACATCA
TCATGCCGACGGGTAATGAAGAAACGGAAACGGGTGAGAAATTCGAAGATAACGCGCTGCCGTGGGATAGCA
TTGATGCCGCGACTTATGTGAAATCAGGAGATTTAACGGCCTTTGAACCGGAGCTGCTGAAGGAACATAATG
CGCGTATCGCGAAAGATCCTGAGTTCCAGAACATCATGAAGGATATCGCGCGCTTCAACGCTATGAAGGACA
AGCGCAATATCGTTTCTCTGAATTACGCTGTGCGTGAGAAAGAGAATAATGAAGATGATGCGACGCGTCTGG
CGCGTTTGAACGAACGCTTTAAACGCGAAGGTAAACCGGAGTTGAAGAAACTGGATGATCTACCGAAAGATT
ACCAGGAGCCGGATCCTTATCTGGATGAGACGGTGAATATCGCACTCGATCTGGCGAAGCTTGAAAAAGCCA
GACCCGCGGAACAACCCGCTCCCGTCAAGTAA

SEQ ID NO: 4 es la secuencia de ADN del gen de Proteasa Ill de tipo salvaje

ATGCCCCGCAGCACCTGGTTCAAAGCATTATTGTTGTITAGTTGCCCTTTGGGCACCCTTAAGTCAGGCAGAA
ACGGGATGGCAGCCGATTCAGGAAACCATCCGTAAAAGTGATAAAGATAACCGCCAGTATCAGGCTATACGT
CTGGATAACGGTATGGTGGTCTTGCTGGTTTCTGATCCGCAGGCAGTTAAATCGCTCTCGGCGCTGGIGGTG
CCCGTTGGGTCGCTGGAAGATCCCGAGGCGTACCAGGGGCTGGCACATTACCTTGAACATATGAGTCTIGATG
GGGTCGAAAAAGTACCCGCAGGCTGACAGTCTGGCCGAATATCTCAAAATGCACGGCGGTAGTCACAATGCC
AGCACTGCGCCGTATCGCACGGCTTTCTATCTGGAAGTTGAGAACGACGCCTTGCCTGGTGCGGTAGACCGC
CTGGCCGATGCTATTGCTGAACCTTTGCTCGACAAGAAATATGCCGAACGTGAGCGTAATGCGGTGAACGCT
GAATTAACCATGGCGCGTACGCGTGACGGGATGCGCATGGCACAGGTCAGCGCAGAAACCATTAACCCGGCA
CACCCCGGTTCAAAGTTITTCTGGTGGTAACCTCGAAACTTTAAGCGACAAACCTGGTAATCCGGTGCAGCAG
GCGCTGAAAGATTTCCACGAGAAGTACTATTCCGCCAATTTGATGAAGGCGGTTATTTACAGTAATAAACCG
CTGCCGGAGTTGGCAARAATGGCGGCGGACACCTTTGGTCGCGTGCCGAACAAAGAGAGCAAAAAACCGGAA
ATCACCGTGCCGGTAGTCACCGACGCGCAAAAGGGCATTATCATTCATTACGTCCCTGCGCTGCCGCGTAAA
GTGTTGCGCGTTGAGTTTCGCATCGATAACAACTCAGCGAAGTTCCGTAGTAAAACCGATGAATTGATTACC
TATCTGATTGGCAATCGCAGCCCAGGTACACTTTCTGACTGGCTGCAAAAGCAGGGATTAGTTGAGGGCATT
AGCGCCAACTCCGATCCTATCGTCAACGGCAACAGCGGCGTATTAGCGATCTCTGCGTICTTTAACCGATAAA
GGCCTGGCTAATCGCGATCAGGTTGTGGCGGCAATTTTTAGCTATCTCAATCTGTTACGTGAAAAAGGCATT
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FIGURA 8C continuacion

GATAAACAATACTTCGATGAACTGGCGAATGTGCTGGATATCGACTTCCGTTATCCGTCGATCACCCGTGAT
ATGGATTACGTCGAATGGCTGGCAGATACCATGATTCGCGTTCCTGTTGAGCATACGCTGGATGCAGTCAAT
ATTGCCGATCGGTACGATGCTAAAGCAGTAAAGGAACGTCTGGCGATGATGACGCCGCAGAATGCGCGTATC
TGGTATATCAGCCCGAAAGAGCCGCACAACAAAACGGCTTACTTTGTCGATGCGCCGTATCAGGTCGATAAA
ATCAGCGCACAAACTTTCGCCGACTGGCAGAAAAAAGCCGCCGACATTGCGCTCTCTTTGCCAGAGCTTAAC
CCTTATATTCCTGATGATTTCTCGCTGATTAAGTCAGAGAAGAAATACGACCATCCAGAGCTGATTGTTGAT
GAGTCGAATCTGCGCGTGGTGTATGCGCCAAGCCGTTATTTTGCCAGCGAGCCCAAAGCTGATGTCAGCCTG
ATTTTGCGTAATCCGARAGCCATGGACAGCGCCCGCAATCAGGTGATGTTTGCGCTCAATGATTATCTCGCA
GGGCTGGCGCTTGATCAGTTAAGCAACCAGGCGTCGGTTGGTGGCATAAGTTTTTCCACCAACGCTAACAAC
GGCCTTATGGTTAATGCTAATGGTTACACCCAGCGTCTGCCGCAGCTGTTCCAGGCATTGCTCGAGGGGTAC
TTTAGCTATACCGCTACGGAAGATCAGCTTGAGCAGGCGAAGTCCTGGTATAACCAGATGATGGATTCCGCA
GAAAAGGGTAAAGCGTTTGAGCAGGCGATTATGCCCGCGCAGATGCTCTCGCAAGTGCCGTACTTCTCGCGA
GATGAACGGCGTAAAATTTTGCCCTCCATTACGTTGAAAGAGGTGCTGGCCTATCGCGACGCCTTAAAATCA
GGGGCTCGACCAGAGTTTATGGTTATCGGCAACATGACCGAGGCCCAGGCAACAACGCTGGCACGCGATGTG
CAAAAACAGTTGGGCGCTGATGGTTCAGAGTGGTGTCGAAACAAAGATGTAGTGGTCGATAAAAAACAATCC
GTCATCTTTGAAAAAGCCGGTAACAGCACCGACTCCGCACTGGCAGCGGTATTTGTACCGACTGGCTACGAT
GAATACACCAGCTCAGCCTATAGCTCTCTGTTGGGGCAGATCGTACAGCCGTGGTTCTACAATCAGTTGCGT
ACCGAAGAACAATTGGGCTATGCCGTGTTTGCGTTTCCAATGAGCGTGGGGCGTCAGTGGGGCATGGGCTTC
CTTTTGCAAAGCAATGATAAACAGCCTTCATTCTTGTGGGAGCGTTACAAGGCGTTTTTCCCAACCGCAGAG
GCAAAATTGCGAGCGATGAAGCCAGATGAGTTTGCGCAAATCCAGCAGGCGGTAATTACCCAGATGCTGCAG
GCACCGCAAACGCTCGGCGAAGAAGCATCGAAGTTAAGTAAAGATTTCGATCGCGGCAATATGCGCTTCGAT
TCGCGTGATAAAATCGTGGCCCAGATAAAACTGCTGACGCCGCAARAACTTGCTGATTTCTTCCATCAGGCG
GTGGTCGAGCCGCAAGGCATGGCTATTCTGTCGCAGATTTCCGGCAGCCAGAACGGGAAAGCCGAATATGTA
CACCCTGAAGGCTGGAAAGTGTGGGAGAACGTCAGCGCGTTGCAGCAAACAATGCCCCTGATGAGTGARAAG
AATGAGTGA

SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoacidos de la proteina Proteasa Ill de tipo salvaje

MPRSTWFKALLLLVALWAPLSQAETGWQPIQETIRKSDKDNRQYQAIRLDNGMVVLLVSDPQAVKSLSALVV
PVGSLEDPEAYQGLAHYLEHMSLMGSKKYPQADSLAEY LKMHGGSHNASTAPYRTAFYLEVENDALPGAVDR
LADAIAEPLLDKKYAERERNAVNAELTMARTRDGMRMAQVSAETINPAHPGSKESGGNLETLSDKPGNPVQQ
ALKDFHEKYYSANLMKAVIYSNKPLPELAKMAADTFGRVPNKESKKPEITVPVVTDAQKGIIIHYVPALPRK
VLRVEFRIDNNSAKFRSKTDELITYLIGNRSPGTLSDWLQKQGLVEGISANSDPIVNGNSGVLATISASLTDK
GLANRDQVVAAIFSYLNLLREKGIDKQYFDELANVLDIDEFRYPSITRDMDYVEWLADTMIRVPVEHTLDAVN
IADRYDAKAVKERLAMMTPONARIWYISPKEPHNKTAYEVDAPYQVDKISAQTFADWQKKAADIALSLPELN
PYIPDDEFSLIKSEKKYDHPELIVDESNLRVVYAPSRYFASEPKADVSLILRNPKAMDSARNQVMFALNDYLA
GLALDQLSNQASVGGISEFSTNANNGLMVNANGYTQRLPQLFQALLEGYFSYTATEDQLEQAKSWYNQMMDSA
EKGKAFEQAIMPAQMLSQVPYFSRDERRKILPSITLKEVLAYRDALKSGARPEFMVIGNMTEAQATTLARDV
QKQLGADGSEWCRNKDVVVDKKQSVIFEKAGNSTDSALAAVEVPTGYDEYTSSAYSSLLGQIVQPWEYNQLR
TEEQLGYAVFAFPMSVGROWGMGFLLOSNDKQPSFLWERYKAFFPTAEAKLRAMKPDEFAQIQQAVITQOMLO
APQTLGEEASKLSKDFDRGNMREDSRDKIVAQIKLLTPQKLADFEFHQAVVEPQGMAILSQISGSQNGKAEYV
HPEGWKVWENVSALQQTMPLMSEKNE *
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FIGURA 8D
SEQ ID NO: 6 es la secuencia de ADN de un gen de Proteasa Il desactivado mutado

ATTCCCCGCAGCACCTGGTTCAAAGCATTATTGTTGTTAGTTGCCCTTTGGGCACATTAATGTCAGGCAGAA
ACGGGATGGCAGCCGATTCAGGAAACCATCCGTAAAAGTGATAAAGATAACCGCCAGTATCAGGCTATACGT
CTGGATAACGGTATGGTGGTCTTGCTGGTTTCTGATCCGCAGGCAGTTAAATCGCTCTCGGCGCTGGTGGTG
CCCGTTGGGTCGCTGGAAGATCCCGAGGCGTACCAGGGGCTGGCACATTACCTTGAACATATGAGTCTGATG
GGGTCGAAAAAGTACCCGCAGGCTGACAGTCTGGCCGAATATCTCAARATGCACGGCGGTAGTCACAATGCC
AGCACTGCGCCGTATCGCACGGCTTTCTATCTGGAAGT TGAGAACGACGCCTTGCCTGGTGCGGTAGACCGC
CTGGCCGATGCTATTGCTGAACCTTTGCTCGACAAGAAATATGCCGAACGTGAGCGTAATGCGGTGAACGCT
GAATTAACCATGGCGCGTACGCGTGACGGGATGCGCATGGCACAGGTCAGCGCAGAAACCATTAACCCGGCA
CACCCCGGTTCAAAGTTTTCTGGTGGTAACCTCGAAACTTTAAGCGACAAACCTGGTAATCCGGTGCAGCAG
GCGCTGAAAGATTTCCACGAGAAGTACTATTCCGCCAATTTGATGAAGGCGGTTATTTACAGTAATAAACCG
CTGCCGGAGTTGGCAAAAATGGCGGCGGACACCTTTGGTCGCGTGCCGAACAAAGAGAGCAAAAAACCGGAA
ATCACCGTGCCGGTAGTCACCGACGCGCAAAAGGGCATTATCATTCATTACGTCCCTGCGCTGCCGCGTAAA
GTGTTGCGCGTTGAGTTTCGCATCGATAACAACTCAGCGAAGTTCCGTAGTAAAACCGATGAATTGATTACC
TATCTGATTGGCAATCGCAGCCCAGGTACACTTTCTGACTGGCTGCAARAAAGCAGGGATTAGTTGAGGGCATT
AGCGCCAACTCCGATCCTATCGTCAACGGCAACAGCGGCGTATTAGCGATCTCTGCGTCTTTAACCGATAAA
GGCCTGGCTAATCGCGATCAGGTTGTGGCGGCAATTTTTAGCTATCTCAATCTGTTACGTGAAAAAGGCATT
GATAAACAATACTTCGATGAACTGGCGAATGTGCTGGATATCGACTTCCGTTATCCGTCGATCACCCGTGAT
ATGGATTACGTCGAATGGCTGGCAGATACCATGATTCGCGTTCCTGTTGAGCATACGCTGGATGCAGTCAAT
ATTGCCGATCGGTACGATGCTAAAGCAGTAAAGGAACGTCTGGCGATGATGACGCCGCAGAATGCGCGTATC
TGGTATATCAGCCCGAAAGAGCCGCACAACAAAACGGCTTACTTTGTCGATGCGCCGTATCAGGTCGATAAA
ATCAGCGCACAAACTTTCGCCGACTGGCAGAAAAAAGCCGCCGACATTGCGCTCTCTTTGCCAGAGCTTAAC
CCTTATATTCCTGATGATTTCTCGCTGATTAAGT CAGAGAAGAAATACGACCATCCAGAGCTGATTGTTGAT
GAGTCGAATCTGCGCGTGGTGTATGCGCCAAGCCGTTATTTTGCCAGCGAGCCCAAAGCTGATGTCAGCCTG
ATTTTGCGTAATCCGAAAGCCATGGACAGCGCCCGCAATCAGGTGATGTTTGCGCTCAATGATTATCTCGCA
GGGCTGGCGCTTGATCAGTTAAGCAACCAGGCGTCGGTTGGTGGCATAAGTTTTTCCACCAACGCTAACAAC
GGCCTTATGGTTAATGCTAATGGTTACACCCAGCGTCTGCCGCAGCTGTTCCAGGCATTGCTCGAGGGGTAC
TTTAGCTATACCGCTACGGAAGATCAGCTTGAGCAGGCGAAGTCCTGGTATAACCAGATGATGGATTCCGCA
GAAAAGGGTAAAGCGTTTGAGCAGGCGATTATGCCCGCGCAGATGCTCTCGCAAGTGCCGTACTTCTCGCGA
GATGAACGGCGTAAAATTTTGCCCTCCATTACGTTGAAAGAGGTGCTGGCCTATCGCGACGCCTTAARAATCA
GGGGCTCGACCAGAGTTTATGGTTATCGGCAACATGACCGAGGCCCAGGCAACAACGCTGGCACGCGATGTG
CAAAAACAGTTGGGCGCTGATGGTTCAGAGTGGTGTCGAAACAAAGATGTAGTGGTCGATAAAAAACAATCC
GTCATCTTTGAAAAAGCCGGTAACAGCACCGACTCCGCACTGGCAGCGGTATTTGTACCGACTGGCTACGAT
GAATACACCAGCTCAGCCTATAGCTCTCTGTTGGGGCAGATCGTACAGCCGTGGTTCTACAATCAGTTGCGT
ACCGAAGAACAATTGGGCTATGCCGTGTTTGCGTTTCCAATGAGCGTGGGGCGTCAGTGGGGCATGGGCTTC
CTTTTGCARAAGCAATGATAAACAGCCTTCATTCTTGTGGGAGCGTTACAAGGCGTTTTTCCCAACCGCAGAG
GCAAAATTGCGAGCGATGAAGCCAGATGAGTTTGCGCAAATCCAGCAGGCGGTAATTACCCAGATGCTGCAG
GCACCGCAAACGCTCGGCGAAGAAGCATCGAAGTTAAGTAAAGATTTCGATCGCGGCAATATGCGCTTCGAT
TCGCGTGATAAAATCGTGGCCCAGATAAAACTGCTGACGCCGCAAAAACTTGCTGATTTCTTCCATCAGGCG
GTGGTCGAGCCGCAAGGCATGGCTATTCTGTCGCAGATTTCCGGCAGCCAGAACGGGAAAGCCGAATATGTA
CACCCTGAAGGCTGGAAAGTGTGGGAGAACGTCAGCGCGTTGCAGCARACAATGCCCCTGATGAGTGARAAG
AATGAGTGA
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FIGURA 8E
SEQ ID NO: 7 es la secuencia de ADN de un gen DegP de tipo salvaje

ATGAAAAAAACCACATTAGCACTGAGTGCACTGGCTCTGAGTTTAGGTTTGGCGTTATCTCCGCTCTCTGCA
ACGGCGGCTGAGACTTCTTCAGCAACGACAGCCCAGCAGATGCCAAGCCTTGCACCGATGCTCGAAAAGGTG
ATGCCTTCAGTGGTCAGCATTAACGTAGAAGGTAGCACAACCGTTAATACGCCGCGTATGCCGCGTAATTTC
CAGCAGTTCTTCGGTGATGATTCTCCGTTCTGCCAGGAAGGTTCTCCGTTCCAGAGCTCTCCGTTCTGCCAG
GGTGGCCAGGGCGGTAATGGTGGCGGCCAGCAACAGAAATTCATGGCGCTGGGTTCCGGCGTCATCATTGAT
GCCGATAAAGGCTATGTCGTCACCAACAACCACGTTGTTGATAACGCGACGGTCATTAAAGTTCAACTGAGC
GATGGCCGTAAGTTCGACGCGAAGATGGTTGGCAAAGATCCGCGCTCTGATATCGCGCTGATCCAAATCCAG
AACCCGAARAACCTGACCGCAATTAAGATGGCGGATTCTGATGCACTGCGCGTGGGTGATTACACCGTAGCG
ATTGGTAACCCGTTTGGTCTGGGCGAGACGGTAACTTCCGGGATTGTCTCTGCGCTGGGGCGTAGCGGCCTG
AATGCCGAAAACTACGAAAACTTCATCCAGACCGATGCAGCGATCAACCGTGGTAACTCCGGTGGTGCGCTG
GTTAACCTGAACGGCGAACTGATCGGTATCAACACCGCGATCCTCGCACCGGACGGCGGCAACATCGGTATC
GGTTTTGCTATCCCGAGTAACATGGTGAAAAACCTGACCTCGCAGATGGTGGAATACGGCCAGGTGAAACGC
GGTGAGCTGGGTATTATGGGGACTGAGCTGAACTCCGAACTGGCGAAAGCGATGAAAGTTGACGCCCAGCGL
GGTGCTTTCGTAAGCCAGGTTCTGCCTAATTCCTCCGCTGCAAAAGCGGGCATTARAGCGGGTGATGTGATC
ACCTCACTGAACGGTAAGCCGATCAGCAGCTTTGCCGCACTGCGTGCTCAGGTGGGTACTATGCCGGTAGGC
AGCAAACTGACCCTGGGCTTACTGCGCGACGGTAAGCAGGTTAACGTGAACCTGGAACTGCAGCAGAGCAGC
CAGAATCAGGTTGATTCCAGCTCCATCTTCAACGGCATTGAAGGCGCTGAGATGAGCAACAAAGGCAAAGAT
CAGGGCGTGGTAGTGAACAACGTGAAAACGGGCACTCCGGCTGCGCAGATCGGCCTGAAGAAAGGTGATGTG
ATTATTGGCGCGAACCAGCAGGCAGTGAAAAACATCGCTGAACTGCGTAAAGTTCTCGACAGCAAACCGTCT
GTGCTGGCACTCAACATTCAGCGCGGCGACAGCACCATCTACCTGTTAATGCAGTAA

Figura 8: es la secuencia de aminoacidos de DegP de tipo salvaje

MKKTTLALSALALSLGLALSPLSATAAETSSATTAQQOMPSLAPMLEKVMPSVVSINVEGSTTVNTPRMPRNE
QOFFGDDSPEFCQEGSPEFQSSPFCQGGQGGNGGGQQQKEMALGSGVIIDADKGYVVTNNHVVDNATVIKVQLS
DGRKFDAKMVGKDPRSDIALIQIQNPKNLTATKMADSDALRVGDYTVAIGNPFGLGETVTSGIVSALGRSGL
NAENYENFIQTDAAINRGNSGGALVNLNGELIGINTAILAPDGGNIGIGFAIPSNMVKNLTSQMVEYGQVKR
GELGIMGTELNSELAKAMKVDAQRGAFVSQVLPNSSAAKAGIKAGDVITSLNGKPISSFAALRAQVGTMPVG
SKLTLGLLRDGKQVNVNLELQQSSQNQVDSSSIFNGIEGAEMSNKGKDQGVVVNNVKTGTPAAQIGLKKGDV
TIGANQQAVKNIAELRKVLDSKPSVLALNIQRGDSTIYLLMQ

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

ATGAAAAAAACCACATTAGCACTGAGTGCACTGGCTCTGAGTTTAGGTTTGGCGTTATCTCCGCTCTCTGCA
ACGGCGGCTGAGACTTICTTCAGCAACGACAGCCCAGCAGATGCCAAGCCTTGCACCGATGCTCGAAAAGGTG
ATGCCTTCAGTIGGTCAGCATTAACGTAGAAGGTAGCACAACCGTTAATACGCCGCGTATGCCGCGTAATTTC
CAGCAGTTCTTCGGTGATGATTCTCCGTTCTGCCAGGAAGGTTCTCCGTTCCAGAGCTCTCCGTTCTGCCAG
GGTGGCCAGGGCGGTAATGGTGGCGGCCAGCAACAGARATTCATGGCGCTGGGTTCCGGCGTCATCATTGAT
GCCGATAAAGGCTATGTCGTCACCAACAACCACGTTGTTGATAACGCGACGGTCATTAAAGTTCAACTGAGC
GATGGCCGTAAGTTCGACGCGAAGATGGTTGGCAAAGATCCGCGCTCTGATATCGCGCTGATCCAAATCCAG
AACCCGAAAAACCTGACCGCAATTAAGATGGCGGATTCTGATGCACTGCGCGTGGGTGATTACACCGTAGCG
ATTGGTAACCCGTTTGGTCTGGGCGAGACGGTAACTTCCGGGATTGTCTCTGCGCTGGGGCGTAGCGGCCTG
AATGCCGAAAACTACGAAAACTTCATCCAGACCGATGCAGCGATTAATCGTGGTAACGCCGGTGGTGCGCTG
GTTAACCTGAACGGCGAACTGATCGGTATCAACACCGCGATCCTCGCACCGGACGGCGGCAACATCGGTATC
GGTTTTGCTATCCCGAGTAACATGGTGAAAAACCTGACCTCGCAGATGGTGGAATACGGCCAGGTGAAACGC
GGTGAGCTGGGTATTATGGGGACTGAGCTGAACTCCGAACTGGCGAAAGCGATGAAAGTTGACGCCCAGCGC
GGTGCTTTCGTAAGCCAGGTTCTGCCTAATTCCTCCGCTGCAAAAGCGGGCATTAAAGCGGGTGATGTGATC
ACCTCACTGAACGGTAAGCCGATCAGCAGCTTTGCCGCACTGCGTGCTCAGGTGGGTACTATGCCGGTAGGC
AGCAAACTGACCCTGGGCTTACTGCGCGACGGTAAGCAGGTTAACGTGAACCTGGAACTGCAGCAGAGCAGC
CAGAATCAGGTTGATTCCAGCTCCATCTTCAACGGCATTGAAGGCGCTGAGATGAGCAACAAAGGCAAAGAT
CAGGGCGTGGTAGTGAACAACGTGAAAACGGGCACTCCGGCTGCGCAGATCGGCCTGAAGAAAGGTGATGTG
ATTATTGGCGCGAACCAGCAGGCAGTGAAAAACATCGCTGAACTGCGTAAAGTTCTCGACAGCAARACCGTCT
GTGCTGGCACTCAACATTCAGCGCGGCGACAGCACCATCTACCTGTTAATGCAGTAA
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FIGURA 8F
SEQ ID NO: 10 es la secuencia de aminoacidos de una proteina DegP mutada

MKKTTLALSALALSLGLALSPLSATAAETSSATTAQQOMPSLAPMLEKVMPSVVSINVEGSTTVNTPRMPRNE
QOFFGDDSPFCQEGSPFQSSPFCQGGOGGNGGGQOOKEFMALGSGVI IDADKGYVVTNNHVVDNATVIKVQLS
DGRKFDAKMVGKDPRSDIALIQIQNPKNLTAIKMADSDALRVGDYTVAIGNPFGLGETVTSGIVSALGRSGL
NAENYENFIQTDAAINRGNAGGALVNLNGELIGINTAILAPDGGNIGIGFAIPSNMVKNLTSQMVEYGQVKR
GELGIMGTELNSELAKAMKVDAQRGAFVSQVLPNSSAAKAGIKAGDVITSLNGKPISSFAALRAQVGTMPVG
SKLTLGLLRDGKQVNVNLELQQSSQNQVDSSSIFNGIEGAEMSNKGKDQGVVVNNVKTGTPAAQIGLKKGDV
IIGANQQAVKNIAELRKVLDSKPSVLALNIQRGDSTIYLLMOQ

SEQ ID NO: 11 es la secuencia del cebador oligonucleotidico 5' para la regién del gen DegP mutado
que comprende el sitio de restriccion Ase I.

CTGCCTGCGATTTTCGCCGGAACG

SEQ ID NO: 12 es la secuencia del cebador oligonucleotidico 3' para la regiéon del gen DegP mutado
que comprende el sitio de restriccion Ase I.

CGCATGGTACGTGCCACGATATCC

SEQ ID NO: 13 es la secuencia del cebador oligonucleotidico 5' para la region del gen Tsp mutado
que comprende el sitio de restriccion Ase I.

GGGAAATGAACCTGAGCAAAACGC

SEQ ID NO: 14 es la secuencia del cebador oligonucleotidico 3' para la region del gen de Proteasa llI
mutado que comprende el sitio de restriccion Ase |.

GGGAAAGGCGGCGGAACCGCCTAG

SEQ ID NO: 15 es la secuencia del cebador oligonucleotidico 5' para la region del gen de Proteasa IlI
mutado que comprende el sitio de restriccion Ase |.

CTACTGTGCCAGCGGTGGTAATGG

SEQ ID NO: 16 es la secuencia del cebador oligonucleotidico 3' para la region del gen Tsp mutado
que comprende el sitio de restriccion Ase I.

GCATCATAATTTTCTTTTTACCTC

SEQ ID NO: 17 es la secuencia de ADN del gen spr de tipo salvaje

TCTGCATGTAGTGCAAATAACACCGCAAAGAATATGCATCCTGAGACACGTGCAGTGGGTAGTGAAACATCA
TCACTGCAAGCTTCTCAGGATGAATTTGAAAACCTGGTTCGTAATGTCGACGTAAAATCGCGAATTATGGAT
CAGTATGCTGACTGGAAAGGCGTACGTTATCGTCTGGGCGGCAGCACTAAAAAAGGTATCGATTGTTCTGGT
TTCGTACAGCGTACATTCCGTGAGCAATTTGGCTTAGAACTTCCGCGTTCGACTTACGAACAGCAGGAAATG
GGTAAATCTGTTTCCCGCAGTAATTTGCGTACGGGTGATTTAGTTCTGTTCCGTGCCGGTTCAACGGGACGC
CATGTCGGTATTTATATCGGCAACAATCAGTTTGTCCATGCTTCCACCAGCAGTGGTGTTATTATTTCCAGC
ATGAATGAACCGTACTGGAAGAAGCGTTACAACGAAGCACGCCGGGTTCTCAGCCGCAGC
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FIGURA 8G
SEQ ID NO: 18 es la secuencia de aminoacidos del gen spr de tipo salvaje incluyendo la secuencia
sefal que consiste en los primeros 26 residuos de aminoacido

MVKSQPILRYILRGIPAIAVAVLLSACSANNTAKNMHPETRAVGSETSSLOASQDEFENLVRNVDVKSRIMD
QYADWKGVRYRLGGSTKKGIDCSGEVQRTFREQFGLELPRSTYEQQEMGKSVSRSNLRTGDLVLEFRAGSTGR
HVGIYIGNNQEVHASTSSGVIISSMNEPYWKKRYNEARRVLSRS

SEQ ID NO: 19 es el gen spr no mutado sin la secuencia sefal

CSANNTAKNMHPETRAVGSETSSLOASQDEFENLVRNVDVKSRIMDQYADWKGVRYRLGGSTKKGIDCSGEV
QRTFREQFGLELPRSTYEQQEMGKSVSRSNLRTGDLVLFRAGSTGRHVGIYIGNNQFVHASTSSGVIISSMN
EPYWKKRYNEARRVLSRS

SEQ ID NO: 20 una secuencia OmpT mutada que comprende las mutaciones D210A y H212A

ATGCGGGCGAAACTTCTGGGAATAGTCCTGACAACCCCTATTGCGATCAGCTCTTTTGCTTCTACCGAGACT
TTATCGTTTACTCCTGACAACATAAATGCGGACATTAGTCTTGGAACTCTGAGCGGAAAAACAAAAGAGCGT
GTTTATCTAGCCGAAGAAGGAGGCCGAAAAGTCAGTCAACTCGACTGGAAATTCAATAACGCTGCAATTATT
ARAGGTGCAATTAATTGGGATTTGATGCCCCAGATATCTATCGGGGCTGCTGGCTGGACAACTCTCGGCAGC
CGAGGTGGCAATATGGTCGATCAGGACTGGATGGATTCCAGTAACCCCGGAACCTGGACGGATGAAAGTAGA
CACCCTGATACACAACTCAATTATGCCAACGAATTTGATCTGAATATCAAAGGCTGGCTCCTCAACGAACCC
AATTACCGCCTGGGACTCATGGCCGGATATCAGGAAAGCCGTTATAGCTTTACAGCCAGAGGTGGTTCCTAT
ATCTACAGTTCTGAGGAGGGATTCAGAGATGATATCGGCTCCTTCCCGAATGGAGAAAGAGCAATCGGCTAC
AAACAACGTTTTAAAATGCCCTACATTGGCTTGACTGGAAGTTATCGTTATGAAGATTTTGAACTCGGTGGC
ACATTTAAATACAGCGGCTGGGTGGAATCATCTGATAACGCTGAAGCTTATGACCCGGGAAAAAGAATCACT
TATCGCAGTAAGGTCAAAGACCARAATTACTATTCTGTTGCAGTCAATGCAGGTTATTACGTCACACCTAAC
GCAAAAGTTTATGTTGAAGGCGCATGGAATCGGGTTACGAATAAAAAAGGTAATACTTCACTTTATGATCAC
AATAATAACACTTCAGACTACAGCAAAAATGGAGCAGGTATAGAAAACTATAACTTCATCACTACTGCTGGT
CTTAAGTACACATTTTAA

SEQ ID NO: 21 una secuencia OmpT mutada que comprende las mutaciones D210A y H212A
MRAKLLGIVLTTPIAISSFASTETLSFTPDNINADISLGTLSGKTKERVYLAEEGGRKVSQLDWKENNAAT T
KGAINWDLMPQISIGAAGWTTLGSRGGNMVDQDWMDSSNPGTWT DESRHPDTQLNYANEFDLNIKGWLLNEP
NYRLGLMAGYQESRYSFTARGGSYIYSSEEGFRDDIGSFPNGERATGYKQRFKMPY IGLTGSYRYEDFELGG
TFKYSGWVESSDNAEAYDPGKRITYRSKVKDQONYYSVAVNAGYYVTPNAKVYVEGAWNRVTNKKGNTSLY DH
NNNTSDYSKNGAGIENYNFITTAGLKYTF

SEQ ID NO: 22 es la secuencia de nucledtidos de una secuencia OmpT desactivada mutada
ATTCGGGCGAAACTTCTGGGAATAGTCCTGACAACCCCTATTGCGATCAGCTCTTTTGCTTCTACCGAGACT
TTATCGTTTACTCCTGACAACATAAATGCGGACATTAGTCTTGGAACTCTCAGCGGAAAAACAAAAGAGCGT
GTTTATCTAGCCGAAGAAGGAGGCCGAAAAGTCAGTCAACTCGACTGGAAATTCAATAACGCTGCAATTATT
AAAGGTGCAATTAATTGGGATTTGATGCCCCAGATATCTATCGGGGCTGCTGGCTGGACAACTCTCGGCAGC
CGAGGTGGCAATATGGTCGATCAGGACTGGATGGATTCCAGTAACCCCGGAACCTGGACGGATGAAAGTAGA
CACCCTGATACACAACTCAATTATGCCAACGAATTTGATCTGAATATCAAAGGCTGGCTCCTCAACGAACCC
AATTACCGCCTGGGACTCATGGCCGGATATCAGGAAAGCCGTTATAGCTTTACAGCCAGAGGTGGTTCCTAT
ATCTACAGTTCTGAGGAGGGATTCAGAGATGATATCGGCTCCTTCCCGAATGGAGAAAGAGCAATCGGCTAC
AAACAACGTTTTAAAATGCCCTACATTGGCTTGACTGGAAGTTATCGTTATGAAGATTTTGAACTCGGTGGC
ACATTTAAATACAGCGGCTGGGTGGAATCATCTGATAACGATGAACACTATGACCCGGGAAAAAGAATCACT
TATCGCAGTAAGGTCAAAGACCAAAATTACTATTCTGTTGCAGTCAATGCAGGTTATTACGTCACACCTAAC
GCAAAAGTTTATGTTGAAGGCGCATGGAATCGGGTTACGAATAAAARAGGTAATACTTCACTTTATGATCAC
AATAATAACACTTCAGACTACAGCAAAAATGGAGCAGGTATAGAAAACTATAACTTCATCACTACTGCTGGT
CTTAAGTACACATTTTAA
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FIGURA 8H
SEQ ID NO: 23 muestra la secuencia del adaptador oligonucleotidico OmpA

CGATTGAATGGAGAACTTGAATTCGGGCGARACTTCTGGGAATAG

SEQ ID NO: 24 muestra un casete que codifica la secuencia intergénica 1 (IGS1) para la expresién de Fab en E. coli
AAGTTTTAATAGAGGAGAGTGTTAATGAAGAAG . .

SEQ ID NO: 25 muestra el casete oligonucleétidos que codifica la secuencia intergénica 2 (IGS2) para la
expresion de Fab en E. coli

AAGTTTTAATAGAGGGGAGTGTTAAAATGAAGAAG

SEQ ID NO: 26 muestra un casete que codifica la secuencia intergénica 3 (IGS3) para la expresion de Fab en E. coli
AAGCTTTAATAGAGGAGAGTGTTGAGGAGGAAAAAAAAATGAAGAAA

SEQ ID NO: 27 muestra un casete que codifica la secuencia intergénica 4 (IGS4) para la expresién de Fab en E. coli
AAGCTTTAATAGAGGAGAGIGTTGACGAGGATTATATAATGAAGARA

SEQ ID NO: 28 es la secuencia de ADN del gen FkpA de tipo salvaje

ATGAAATCACTGTTTAAAGTAACGCTGCTGGCGACCACAATGGCCGTTGCCCTGCATGCACCAATCACTTTT
GCTGCTGAAGCTGCAAAACCTGCTACAGCTGCTGACAGCAAAGCAGCGTTCAAAAATGACGATCAGAAATCA
GCTTATGCACTGGGTGCCTCGCTGGGTCGTTACATGGAAAACTCTCTAAAAGAACAAGAAAAACTGGGCATC
AAACTGGATAAAGATCAGCTGATCGCTGGTGTTCAGGATGCATTTGCTGATAAGAGCAAACTCTCCGACCAA
GAGATCGAACAGACTCTACAAGCATTCGAAGCTCGCGTGAAGTCTTCTGCTCAGGCGAAGATGGAAAAAGAC
GCGGCTGATAACGAAGCAAAAGGTAAAGAGTACCGCGAGAAATTTGCCAAAGAGAAAGGTGTGAAAACCTCT
TCAACTGGTCTGGTTTATCAGGTAGTAGAAGCCGGTAAAGGCGAAGCACCGAAAGACAGCGATACTGTTGTA
GTGAACTACAAAGGTACGCTGATCGACGGTARAAGAGTTCGACAACTCTTACACCCGTGGTGAACCGCTTTCT
TTCCGTCTGGACGGTGTTATCCCGGGTTGGACAGAAGGTCTGAAGAACATCAAGARAGGCGGTAAGATCAAA
CTGGTTATTCCACCAGAACTGGCTTACGGCARAAGCGGGTGTTCCGGGGATCCCACCGAATTCTACCCTGGTG
TTTGACGTAGAGCTGCTGGATGTGAAACCAGCGCCGAAGGCTGATGCAAAGCCGGAAGCTGATGCGAAAGCC
GCAGATTCTGCTAAAAAA

SEQ ID NO: 29 es la secuencia de proteinas del gen FkpA de tipo salvaje

MKSLFKVTILLATTMAVALHAPITFAAEAAKPATAADSKAAFKNDDOQKSAYALGASLGRYMENSLKEQEKLGI
KLDKDQLIAGVQDAFADKSKLSDOQEIEQTLQAFEARVKSSAQAKMEKDAADNEAKGKEYREKFAKEKGVKTS
STGLVYQVVEAGKGEAPKDSDTVVVNYKGTLIDGKEFDNSYTRGEPLSFRLDGVIPGWTEGLKNIKKGGKIK
LVIPPELAYGKAGVPGIPPNSTLVFDVELLDVKPAPKADAKPEADAKAADSAKK

SEQ ID NO: 30 es la secuencia de ADN del gen FkpA etiquetado con his

ATGAAATCACTGTTTAAAGTAACGCTGCTGGCGACCACAATGGCCGTTGCCCTGCACGCACCAATCACTTTT
GCTGCTGAAGCTGCAAAACCTGCTACTGCTGCTGACAGCAAAGCAGCGTTCAAAAATGACGATCAGAAATCA
GCTTATGCACTGGGTGCCTCGCTGGGTCGTTACATGGAAAACTCTCTAAAAGAACAAGAAAAACTGGGCATC
AAACTGGATAAAGATCAACTGATCGCTGGTGTTCAGGATGCATTTGCTGATAAGAGCAAACTCTCCGACCAA
GAGATCGAACAGACTCTACAAGCATTTGAAGCTCGCGTGAAGTCTTCTGCTCAGGCGAAGATGGAAAAAGAC
GCGGCTGATAACGAAGCAARAGGTAAAGAGTACCGCGAGAAATTTGCCAAAGAGAAAGGTGTGAAAACCTCT
TCAACTGGTCTGGTTTATCAGGTAGTAGAAGCCGGTAAAGGCGAAGCACCGAAAGACAGCGATACTGTTGTA
GTGAACTACAAAGGTACGCTGATCGACGGTARAGAGTTCGACAACTCTTACACCCGTGGTGAACCGCTTTCT
TTCCGTCTGGACGGTGTTATCCCGGGTTGGACAGAAGGTCTGAAGAACATCAAGARAAGGCGGTAAGATAAAA
CTGGTTATTCCACCAGAACTGGCTTACGGCARAAGCGGGTGTTCCGGGGATTCCACCAAATTCTACCCTGGTG
TTTGACGTAGAGCTGCTGGATGTGAAACCAGCGCCGAAGGCTGATGCAAAGCCGGAAGCTGATGCGAAAGCC
GCAGATTCTGCTAAAAAACACCATCACCATCACCAC
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FIGURA 8l
SEQ ID NO: 31 es la secuencia de proteinas del gen etiquetado con his FkpA

MKSLFKVTLLATTMAVALHAPITFAAEAAKPATAADSKAAFKNDDQKSAYALGASLGRYMENSLKEQEKLGI
KLDKDQLIAGVQDAFADKSKLSDOQEIEQTLOAFEARVKSSAQAKMEKDAADNEAKGKEYREKFAKEKGVKTS
STGLVYQVVEAGKGEAPKDSDTVVVNYKGTLIDGKEFDNSYTRGEPLSFRLDGVIPGWTEGLKNIKKGGKIK
LVIPPELAYGKAGVPGIPPNSTLVFDVELLDVKPAPKADAKPEADAKAADSAKKHHHHHH

SEQ ID NO: 32 es la secuencia de ADN del gen skp de tipo salvaje
GTGAAAAAGTGGTTATTAGCTGCAGGTCTCGGTTTAGCACTGGCAACTTCTGCTCAGGCGGCTGACAAAATT
GCAATCGTCAACATGGGCAGCCTGTTCCAGCAGGTAGCGCAGAAAACCGGTGTTTCTAACACGCTGGARAAAT
GAGTTCAAAGGCCGTGCCAGCGAACTGCAGCGTATGGAAACCGATCTGCAGGCTAAAATGAAAAAGCTGCAG
TCCATGAAAGCGGGCAGCGATCGCACTAAGCTGGAAAAAGACGTGATGGCTCAGCGCCAGACTTTTGCTCAG
AAAGCGCAGGCTTTTGAGCAGGATCGCGCACGTCGTTCCAACGAARGAACGCGGCAAACTGGTTACTCGTATC
CAGACTGCTGTGAAATCCGTTGCCAACAGCCAGGATATCGATCTGGTTGTTGATGCAAACGCCGTTGCTTAC
AACAGCAGCGATGTAAAAGACATCACTGCCGACGTACTGAAACAGGTTARATAA

SEQ ID NO: 33 es la secuencia de proteinas del gen skp de tipo salvaje

MKKWLLAAGLGLALATSAQAADKIATIVNMGSLEQQVAQKTGVSNTLENEFKGRASELQRMET DLQAKMKKLQ
SMKAGSDRTKLEKDVMAQRQTFAQKAQAFEQDRARRSNEERGKLVTRIQTAVKSVANSQDIDLVVDANAVAY
NSSDVKDITADVLKQVK

SEQ ID NO: 34 es la secuencia de ADN del gen skp etiquetado con his
ATGAAAAAGTGGTTATTAGCCGCAGGTCTCGGTTTAGCACTGGCAACTTCTGCTCAGGCGGCTGACAARATT
GCAATCGTCAACATGGGCAGCCTGTTCCAGCAGGTAGCGCAGAARACCGGTGTTTCTAACACGCTGGAAAAT
GAGTTCAAAGGCCGTGCCAGCGAACTCCAGCGTATGGAARCCGATCTCCAGGCTAAAATGAAAAAGCTGCAA
TCCATGAAAGCGGGCAGCGATCGCACTAAGCTGGAAAAAGACGTGATGGCTCAGCGCCAGACTTTTGCTCAG
AAAGCGCAGGCTTTTGAGCAGGATCGCGCACGTCGTTCCAACGAAGAACGCGGCAAACTGGTTACTCGTATC
CAGACTGCTGTGAAATCCGTTGCCAACAGCCAGGAAATCGATCTGGTTGTTGATGCAAACGCCGTTGCTTAC
AACAGCAGCGATGTAAAAGACATCACTGCCGACGTACTGAAACAGGTTAAACACCATCACCATCACCAC

SEQ ID NO: 35 es la secuencia de proteinas el gen skp etiquetado con his

MKKWLLAAGLGLALATSAQAADKIATIVNMGSLEQOVAQKTGVSNTLENEFKGRASELOQRMET DLOAKMKKLQ
SMKAGSDRTKLEKDVMAQRQTEFAQKAQAFEQDRARRSNEERGKLVTRIQTAVKSVANSQETIDLVVDANAVAY
NSSDVKDITADVLKQVKHHHHHH

Secuencias Ab CA170_1519

CDRH1
GFTFSNYGMV SEQ ID NO: 36
CDRH2
YIDSDGDNTYYRDSVKG SEQ ID NO: 37
CDRH3
GIVRPFLY SEQ ID NO: 38
CDRLI
KSSOSLVGASGKTYLY SEQ ID NO: 39
CDRL2
LVSTLDS SEQ ID NO: 40
CDRL3

LOGTHEFPHT SEQ ID NO: 41
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FIGURA 8J

Region VL de Ab 1519 de rata

DVVMTQTPLS
SGIPDRESGS

LSVALGQPAS
GAETDFTLKI

Region VL de Ab 1519 de rata

gatgttgtga
atctcttgca
ttatttcaga
tctggaattc
cgcagagtgg
cacacgtttg

tgacccagac
agtcaagtca
ggtccggceca
ctgataggtt
aagccgatga
gagctgggac

ES 2704 425 T3

SEQ ID NO:

ISCKSSQSLV
RRVEADDLGV

SEQ ID NO:

tccactgtct
gagcctcgta
gtctccaaag
cagtggcagt
tttgggagtt
caagctggaa

42
GASGKTYLYW
YYCLQOGTHEP

43
ttgtcggttyg
ggtgctagtg
cgactaatct
ggagcagaga
tattactgct
ttgaaa

LFQRSGQSPK
HTFGAGTKLE

cccttggaca
gaaagacata
atctggtgtc
cagattttac
tgcaaggtac

RLIYLVSTLD
LK

accagcctcc
tttgtattgg
cacactggac
tcttaaaatc
acattttcct

Region VL de Ab 1519 de rata con secuencia sefial subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 44

MMSPAQFLFLLMLWIQGTSGDVVMTQTPLSLSVALGQPASISCKSSQSLVGASGKTYLYWLEFQRSGOSPK

RLIYLVSTLDSGIPDRESGSGAETDETLKIRRVEADDLGVYYCLQGTHFPHTFGAGTKLELK

Region VL de Ab 1519 de rata con secuencia sefial subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 45

atgatgagtc

ctgéccagtt

cctgtt%ctg

ctgatgctct

ggattcaggg

aaccagtggt

gatgttgtga
atctcttgca
ttatttcaga
tctggaattc
cgcagagtgg
cacacgtttg

Region VH de Ab 1519 de rata SEQ ID NO: 46

tgacccagac
agtcaagtca
ggtccggcecca
ctgataggtt
aagccgatga
gagctgggac

tccactgtct
gagcctcecgta
gtctccaaag
cagtggcagt
tttgggagtt
caagctggaa

ttgtcggttyg
ggtgctagtyg
cgactaatct
ggagcagaga
tattactgct
ttgaaa

EVPLVESGGG SVQﬁGRSMKL SCVVSGEFTES NYGMVWVRQA
RDSVKGRETI SRNNAKSTLY LOMDSLRSED TATYYCTTGI

Region VH de Ab 1519 de rata SEQ ID NO: 47

gaggtgccgce
tcctgtgtag
ccaaagaagg
cgagattccg
ttgcaaatgg
gtccggcecect

tggtggagtc
tctcaggatt
gtctggagtyg
tgaagggccyg
acagtctgag
ttctctattg

tgggggcggce
cactttcagt
ggtcgcatat
attcactatc
gtctgaggac
gggccaagga

tcagtgcagce
aattatggca
attgattctg
tccagaaata
acggccactt
accacggtca

cccttggaca
gaaagacata
atctggtgtc
cagattttac
tgcaaggtac

PKKGLEWVAY
VRPEFLYWGQG

ctgggaggtc
tggtctgggt
atggtgataa
atgcaaaaag
attactgtac
ccgtctceg

accagcctcc
tttgtattgg
cacactggac
tcttaaaatc
acattttcct

IDSDGDNTYY
TTVIVS

catgaaactc
ccgccaggcet
tacttactac
caccctatat
aacagggatt

Region VH de Ab 1519 de rata con secuencia sefial subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 48
MDISLSLAFL VLFIKGVRCE VPLVESGGGS VQPGRSMKLS CVVSGETESN YGMVWVRQAP

KKGLEWVAYI DSDGDNTYYR DSVKGRETIS RNNAKSTLYL OMDSLRSEDT ATYYCTTGIV

RPFLYWGQGT

TVTVS

Region VH de Ab 1519 de rata con secuencia sefial subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 49

atggacatca

gtctcagctt

ggctttcctt

gtccttttca

taaaaggtgt

ccggtgtgag

gtgccgcectgg
tgtgtagtct
aagaagggtc
gattccgtga
caaatggaca
cggcccttte

tggagtctgg
caggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gtctgaggtc
tctattgggg

gggcggctca
tttcagtaat
cgcatatatt
cactatctcc
tgaggacacg
ccaaggaacc

gtgcagcctg
tatggcatgg
gattctgatg
agaaataatg
gccacttatt
acggtcaccg
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ggaggtccat
tctgggtccg
gtgataatac
caaaaagcac
actgtacaac
tctcg

gaaactctcc
ccaggctcca
ttactaccga
cctatatttg
agggattgtc
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Region V gL20 1519 SEQ ID NO: 50

DIQMTQSPSS
SGIPSRFESGS

LSASVGDRVT
GSGTEFTLTI

ITCKSSQSLV
SSLOPEDFAT

Region V gl20 1519 SEQ ID NO: 51

gatatccaga
attacctgta
ctcttccaga
agcggtattc
agctccctce
cacactttcg

Regién V gL20 1519 SEQ ID NO: 51 con secuencia sefial subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 52
MRKTATATAVALAGFATVAQADIQMIQSPSSLSASVGDRVIITCKSSQSLVGASGKTYLYWLEFQKPGKAPKR

tgacccagag
aaagctccca
aaccgggcaa
cgtctcgttt
agccggagga
gccagggtac

tccaagcagt
gtccctggtg
agctccgaaa
ctccggtage
ctttgctacc
caaactggaa

GASGKTYLYW
YYCLQGTHEP

ctctccgececa
ggtgcaagcg
cgcctgatct
ggtagcggta
tattactgcc
atcaaa

LFQKPGKAPK
HTEFGQGTKLE

gcgtaggcga
gcaaaaccta
atctggtgtc
ccgaattcac
tccagggcac

RLIYLVSTLD
IK

tcgtgtgact
cctgtactgg
taccctggat
gctgaccatt
tcattttccg

LIYLVSTLDSGIPSRESGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCLOQGTHFPHTFGQGTKLEIK

Region V gL20 1519 con secuencia sefial subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 53

atgaaaaaga cagctatcgc aattgcagtg

geccttggctg

gtttcgctac

cgtagcgcaa

gctgatatcc
actattacct
tggctcttcce
gatagcggta
attagctccc
ccgcacactt

agatgaccca
gtaaaagctc
agaaaccggg
ttccgtceteg
tccagccgga
tcggccaggyg

gagtccaagc
ccagtccctg
caaagctccg
tttctcecggt
ggactttgct
taccaaactg

agtctctccg
gtgggtgcaa
aaacgcctga
agcggtageg
acctattact
gaaatcaaa

Cadena ligera gL20 1519 (V + constante) SEQ ID NO: 54
LSASVGDRVT ITCKSSQSLV GASGKTYLYW
GSGTEFTLTI SSLQPEDFAT YYCLQGTHEP
KSGTASVVCL LNNFYPREAK VQWKVDNALQ
SSTLTLSKAD YEKHKVYACE VTHQGLSSPV TKSFNRGEC

DIQMTQSPSS
SGIPSRFESGS
FIFPPSDEQL

Cadena ligera gL20 1519 (V + constante) SEQ ID NO: 55

gatatccaga
attacctgta
ctcttccaga
agcggtattce
agctccctcece
cacactttcg
ttcatcttcc
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc
gtcacccatc

Cadena ligera gL20 1519 con

tgacccagag
aaagctccca
aaccgggcaa
cgtctcgttt
agccggagga
gccagggtac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag
agggcctgag

MKKTATATAV ALAGFATVAQ

tccaagcagt
gtccctggtyg
agctccgaaa
ctccggtage
ctttgctacc
caaactggaa
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
ctcaccagta

ctctccgcececa
ggtgcaagcyg
cgcctgatct
ggtagcggta
tattactgcc
atcaaacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaaaagtt

ccagcgtagg
gcggcaaaac
tctatctggt
gtaccgaatt
gcctccaggg

LEFQKPGKAPK
HTFGQGTKLE
SGNSQESVTE

gcgtaggcga
gcaaaaccta
atctggtgtc
ccgaattcac
tccagggcac
cggtagegge
ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta
ttaatagagg

cgatcgtgtg
ctacctgtac
gtctaccctg
cacgctgacc
cactcatttt

RLIYLVSTLD
IKRTVAAPSV
QDSKDSTYSL

tcgtgtgact
cctgtactgg
taccctggat
gctgaccatt
tcattttccg
cccatctgtce
tgtgtgcctg
cgccctceccaa
ctacagcctc
cgcctgcgaa
ggagtgt

secuencia sefal subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 56
ADIQMTQSPS SLSASVGDRV TITCKSSQSL VGASGKTYLY

WLFQKPGKAP
PHTFGQGTKL
QSGNSQESVT

KRLIYLVSTL
EIKRTVAAPS
EQDSKDSTYS

DSGIPSRESG
VEIFPPSDEQ

SGSGTEFTLT
LKSGTASVVC

LSSTLTLSKA DYEKHKVYAC
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ISSLQPEDFA
LLNNEYPREA
EVTHQGLSSP

TYYCLQGTHF
KVQWKVDNAL
VTKSENRGEC
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Cadena ligera gL20 1519 con secuencia sefal subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 57

atgaaaaaga

cagctatcgc

aattgcagtg

gccttggcectg

gtttcgctac

cgtagcgcaa

gctgatatcc
actattacct
tggctcttcc
gatagcggta
attagctccc
ccgcacactt
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcaccc

agatgaccca
gtaaaagctc
agaaaccggg
ttcecgtcteg
tccagccgga
tcggccaggyg
tcecegecate
acttctatcc
actcccagga
ccctgacgcet
atcagggcct

gagtccaagc
ccagtccctg
caaagctccg
tttctccggt
ggactttgct
taccaaactg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca
gagctcacca

Region V gH20 1519 SEQ ID NO: 58

EVPLVESGGG L%QPGGSLRL SCAVSGFETFES
RDSVKGRFTI SRDNAKSSLY LQOMNSLRAED

Region V gH20 1519 SEQ ID NO: 59

gaggttccgce
tcttgtgcag
ccaggtaaag
cgcgactctg
ctgcagatga
gtgcgtccgt

tggtcgagtc
tatctggctt
gtctggaatg
tgaaaggtcg
acagcctgcg
ttctgtattg

tggaggcggg
cacgttctcc
ggtggcgtat
cttcaccatt
tgctgaagat
gggtcagggt

agtctctccg
gtgggtgcaa
aaacgcctga
agcggtagcg
acctattact
gaaatcaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga
gtaacaaaaa

NYGMVWVRQA
TAVYYCTTGI

cttgtccagce
aactacggta
attgactccg
tccecgcecgata
actgcggtgt
accctcgtta

ccagcgtagg
gcggcaaaac
tctatctggt
gtaccgaatt
gcctccaggg
gtacggtagc
gaactgcctce
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt
gttttaatag

PGKGLEWVAY
VRPFLYWGQG

ctggagggag
tggtgtgggt
acggcgacaa
acgccaaatc
actattgcac
ctgtctcg

cgatcgtgtg
ctacctgtac
gtctaccctg
cacgctgacc
cactcatttt
ggccccatct
tgttgtgtgce
taacgccctce
cacctacagc
ctacgcctgce

aggggagtgt

IDSDGDNTYY
TLVTVS

cctgcgtctce
tcgtcaggcet
cacctactat
cagcctgtac
cactggcatc

Region V gH20 1519 con secuencia sefal subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 60
MKKTATATIAV ALAGFATVAQ AEVPLVESGG GLVQPGGSLR LSCAVSGFEFTE SNYGMVWVRQ

APGKGLEWVA YIDSDGDNTY YRDSVKGREFT ISRDNAKSSL YLQMNSLRAE DTAVYYCTTG

IVRPFLYWGQ

GTLVTVS

Region V gH20 1519 con secuencia sefal subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 61

atgaagaaga

ctgctatagc

aattgcagtyg

gcgctagctyg

gtttcgccac

cgtggcgcaa

gctgaggtte
ctctcttgtg
gctccaggta
tatcgcgact
tacctgcaga
atcgtgcgtc

cgctggtcga
cagtatctgg
aaggtctgga
ctgtgaaagg
tgaacagcct
cgtttctgta

gtctggaggc
cttcacgttc
atgggtggcg
tcgcttcacc
gcgtgctgaa
ttggggtcag

gggcttgtcc
tccaactacg
tatattgact
atttcccgecg
gatactgcgg
ggtaccctcg

agcctggagg
gtatggtgtg
ccgacggcga
ataacgccaa
tgtactattg
ttactgtctc

gagcctgcegt
ggttcgtcag
caacacctac
atccagcctg
caccactggc
g

Cadena pesada Fab' gH20 1519 (V + CH1 gamma 1 humana + bisagra) SEQ ID NO: 62
EVPLVESGGG LVQPGGSLRL SCAVSGEFTFES NYGMVWVRQA
RDSVKGREFTI SRDNAKSSLY LQMNSLRAED TAVYYCTTGI
KGPSVFPLAP SSKSTSGGTA ALGCLVKDYF PEPVIVSWNS
SLSSVVTVPS SSLGTQTYIC NVNHKPSNTK VDKKVEPKSC
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PGKGLEWVAY
VRPEFLYWGQG
GALTSGVHTFE
DKTHTCAA

IDSDGDNTYY
TLVTVSSAST
PAVLQSSGLY
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Cadena pesada Fab' gH20 1519 (V + CH1 gamma 1 humana + bisagra) SEQ ID NO: 63

gaggttccgce
tcttgtgcag
ccaggtaaag
cgcgactctyg
ctgcagatga
gtgcgtccgt
aagggcccat
gccctgggcet
ggcgccctga
tccctcagcea
aacgtgaatc
gacaaaactc

tggtcgagtc
tatctggcectt
gtctggaatg
tgaaaggtcg
acagcctgcg
ttctgtattg
cggtcttccce
gcctggtcaa
ccagcggcgt
gcgtggtgac
acaagcccag
acacatgcgc

tggaggcggg
cacgttctcc
ggtggcgtat
cttcaccatt
tgctgaagat
gggtcagggt
cctggcaccc
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccctcc
caacaccaag

cgcg

cttgtccagce
aactacggta
attgactccg
tcccgcgata
actgcggtgt
accctcgtta
tcctccaaga
cccgaaccgg
ccggctgtcecce
agcagcttgg
gtcgacaaga

ctggagggag
tggtgtgggt
acggcgacaa
acgccaaatc
actattgcac
ctgtctcgag
gcacctctgg
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
aagttgagcc

cctgcgtcectce
tcgtcaggcet
cacctactat
cagcctgtac
cactggcatc
cgcttctaca
gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctgc
caaatcttgt

Cadena pesada Fab' gH20 1519 con secuencia sefal subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 64
MEKKTATAIAV ALAGFATVAQ AEVPLVESGG GLVQPGGSLR LSCAVSGEFTF SNYGMVWVRQ APGKGLEWVA
YIDSDGDNTY YRDSVKGREFT ISRDNAKSSL YLOMNSLRAE DTAVYYCTTG IVRPFLYWGQ GTLVTVSSAS
TKGPSVFPLA PSSKSTSGGT AALGCLVKDY FPEPVTVSWN SGALTSGVHT FPAVLQOSSGL YSLSSVVTVP
SSSLGTQTYI CNVNHKPSNT KVDKKVEPKS CDKTHTCAA

Cadena pesada Fab' gH20 1519 con secuencia sefial subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 65

atgaagaaga

ctgctatagc

aattgcagtg

gcgctagctyg

gtttcgccac

cgtggcgcaa

gctgaggttce
ctctcttgtyg
gctccaggta
tatcgcgact
tacctgcaga
atcgtgcecgtce
acaaagggcc
gcggccetgg
tcaggcgccce
tactccctca
tgcaacgtga
tgtgacaaaa

cgctggtcga
cagtatctgg
aaggtctgga
ctgtgaaagg
tgaacagcct
cgtttctgta
catcggtctt
gctgcctggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
ctcacacatg

gtctggagge
cttcacgttc
atgggtggcg
tcgcttcacc
gcgtgctgaa
ttggggtcag
cccectggcea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgccc
cagcaacacc
cgccgcecg

gggcttgtcc
tccaactacg
tatattgact
atttcccgceg
gatactgcgg
ggtaccctcg
ccctceccteca
ttccceccgaac
ttcccggcetg
tccagcagct
aaggtcgaca

agcctggagg
gtatggtgtg
ccgacggcga
ataacgccaa
tgtactattg
ttactgtctc
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagte
tgggcaccca
agaaagttga

gagcctgcegt
ggttcgtcag
caacacctac
atccagcctg
caccactggc
gagcgcttct
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc
gcccaaatct

Cadena pesada IgG4 gH20 1519 (V + constante gamma 4P humana) SEQ ID NO: 66

EVPLVESGGG
RDSVKGRFTI
KGPSVFPLAP
SLSSVVTVPS
PPKPKDTLMI
SVLTVLHQDW
SLTCLVKGFEY
SCSVMHEALH

LVQPGGSLRL
SRDNAKSSLY
CSRSTSESTA
SSLGTKTYTC
SRTPEVTCVV
LNGKEYKCKV
PSDIAVEWES
NHYTQKSLSL

SCAVSGFTES
LOMNSLRAED
ALGCLVKDYF
NVDHKPSNTK
VDVSQEDPEV
SNKGLPSSIE
NGQOPENNYKT
SLGK

NYGMVWVRQA
TAVYYCTTGI
PEPVTVSWNS
VDKRVESKYG
QFNWYVDGVE
KTISKAKGQP
TPPVLDSDGS
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PGKGLEWVAY
VRPELYWGQG
GALTSGVHTF
PPCPPCPAPE
VHNAKTKPRE
REPQVYTLPP
FFLYSRLTVD

IDSDGDNTYY
TLVTVSSAST
PAVLQSSGLY
FLGGPSVFLF
EQEFNSTYRVV
SQEEMTKNQV
KSRWQEGNVE
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FIGURA 8N

Cadena pesada IgG4 gH20 1519 (V + constante gamma 4P humana, exones subrayados) SEQ ID NO: 67

gaggtaccacttgtggaaagcggaggaggtcttgtgcagcecctggaggaagtttacgtcectectettgtgectgtgtectggett
caccttctccaattacggaatggtctgggtcagacaagcacctggaaagggtecttgaatgggtggectatattgactctg
acggggacaacacctactatcgggattcececgtgaaaggacgcttcacaatcteeccgagataacgecaagagctcactgtac
ctgcagatgaatagcctgagagccgaggatactgececgtgtactattgcacaacgggaatecgttaggecttttectgtactyg
gggacagggcaccttggttactgtctcgagecgettectacaaagggeccatecegtetteceectggegecctgetecagga
gcacctceccgagagcacagecgcecctgggetgectggtcaaggactacttecceccgaacecggtgacggtgtegtggaactca
ggcgecctgaccageggegtgcacacctteecggetgtectacagtectecaggactcectactecectcagecagegtggtgac
cgtgccctcecagcagcecttgggcacgaagacctacacctgcacaagcecccagcaacaccaaggtggacaagagagttggtga
gaggccagcacagggagggagggtgtctgctggaagccaggectcageccctectgectggacgcacceecggetgtgcagece
ccagcccagggcagcaaggcatgecccatctgtetectcacececggaggectetgaccaceccactcatgeccagggagag
ggtcttctggatttttccaccaggcteccgggcagecacaggectggatgeccctaccccaggecctgecgcatacaggggea
ggtgctgcgctcagacctgccaagagceccatateccgggaggaccctgeccctgacctaageccaccccaaaggccaaacte
tccactcecctcagctcagacaccttetetectecccagatectgagtaactcccaatettectectectgcagagtccaaatatyg
gtcceccatgcccaccatgeccaggtaagecaacccaggectegecctecagetcaaggegggacaggtgeecctagagta
gcctgcatccagggacaggecccagecgggtgetgacgeatecacctecatetettectecagecacctgagttectgggagg
gaccatcagtcttcctgttcecccccaaaacccaaggacactctcatgatecteccggaccectgaggtcacgtgegtggtyg
gtggacgtgagccaggaagacceccgaggtccagttcaactggtacgtggatggecgtggaggtgcataatgccaagacaaa
gcecgegggaggagcagttcaacagcacgtacecgtgtggtcagegtectecacegtectgcaccaggactggetgaacggea
aggagtacaagtgcaaggtctccaacaaaggcecteccgtectecatcecgagaaaaccatcectccaaagcecaaaggtgggace
cacggggtgcgagggccacatggacagaggtcagctcggecccaccctctgeccectgggagtgaccgetgtgecaacctetg
tccctacagggcagcececgagagecacaggtgtacaccecectgeccccateccaggaggagatgaccaagaaccaggtcage
ctgacctgcectggtcaaaggcettctaccecagegacategecgtggagtgggagagcaatgggcageceggagaacaacta
caagaccacgcectceccgtgetggactecgacggcetecttettectcectacagcaggetaaccgtggacaagagcaggtgge
aggaggggaatgtcttctcatgctececgtgatgcatgaggctcectgcacaaccactacacacagaagagectcteectgtet
ctgggtaaa

Cadena ligera FabFv gL20 1519 SEQ ID NO: 68

DIQMTQSPSS
SGIPSRFSGS
FIFPPSDEQL
SSTLTLSKAD
QSPSSVSASV
SGSGTDETLT

Cadena ligera
gatatccaga
attacgtgta
ctctttcaga
tctgggatac
tcatcgctgce
cacactttcg
ttcatcttcc
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcacce
gtcacccatc
ggtggcggtg
cagagtcctt
tctcctageg
aaacttctga
tctggatcag
acctactatt
aaggtggaaa

LSASVGDRVT
GSGTEFTLTI
KSGTASVVCT
YEKHKVYACE
GDRVTITCOS
ISSLOPEDFA

ITCKSSQSLV
SSLOPEDFAT
LNNFYPREAK
VTHQGLSSPV
SPSVWSNFLS
TYYCGGGYSS

GASGKTYLYW
YYCLQGTHEP
VQWKVDNALQ
TKSEFNRGECS
WYQQKPGKAP
ISDTTFGCGT

FabFv gL20 1519 SEQ ID NO: 69

tgacccagag
agagctccca
agcctggcecaa
cgtcacgatt
aacccgagga
gccaggggac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgtc
agggcctgag
gcagtggtgg
catcggtatc
tctggagcaa
tttatgaagc
ggacagactt
gtggtggagg
tcaaacgtac

cccatctage
atctctegtg
ggcaccaaaa
ttccggatct
ctttgctacc
aaaactcgaa
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
taaagcagac
ctcaccagta
gggaggctcc
cgcgtccegtt
ttttctatcc
ctcgaaactc
cacgttgaca
ttacagtagce
c

ttatccgett
ggtgcaagtg
cggctgatct
gggagcggaa
tactactgcc
atcaaacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaaaagtt
ggaggtggcg
ggcgataggg
tggtatcaac
accagtggag
atcagttcgce
ataagtgata
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LEQKPGKAPK
HTFGQGTKLE
SGNSQESVTE
GGGGSGGGGES
KLLIYEASKL
KVEIKRT

ccgttggtga
gcaagaccta
atctggtgtc
ctgagttcac
tgcaaggcac
cggtagcggce
ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtgta
ttaatagagg
gttcagacat
tgactattac
agaaaccggyg
ttccgtcaag
tgcaaccaga
cgacatttgg

RLIYLVSTLD
IKRTVAAPSV
QDSKDSTYSL
GGGGSDIQMT
TSGVPSRESG

tcgcgtgaca
tctgtactgg
tacccttgac
actcacgatt
tcatttccct
cccatctgtc
tgtgtgcctg
cgccctccaa
ctacagcctg
cgcctgcgaa
ggagtgtagc
acaaatgacc
atgtcaaagc
gaaggctcca
attcagtggce
ggactttgcg
gtgcggtact
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FIGURA 80

Cadena ligera FabFv gL20 1519 con secuencia sefal subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 70

MSVPTQVLGLLLLWLTDARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLVGASGKTYLYWLFQKPGKAPKRLIYLV
STLDSGIPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOGTHFPHTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGECSGGGGSGGGGSGGGGSDIOMTQSPSSVSASVGDRVTITCOSSPSVWSNFLSWYQQOKPGKAPKLLI
YEASKLTSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCGGGYSSISDTTFGCGTKVEIKRT

Cadena ligera FabFv gL20 1519 con secuencia sefial subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 71
atgtctgtccccacccaagtcecctecggactectgctactctggcttacagatgeccagatgecgatateccagatyg
acccagagcccatctagecttatccgetteecgttggtgatcgegtgacaattacgtgtaagagetcecccaatct
ctcgtgggtgcaagtggcaagacctatctgtactggetectttcagaagectggcaaggcaccaaaacggetyg
atctatctggtgtctacccttgactctgggataccgtcacgattttcececggatctgggageggaactgagtte
acactcacgatttcatcgctgcaacccgaggactttgctacctactactgectgcaaggcactcatttceect
cacactttcggccaggggacaaaactcgaaatcaaacgtacggtagcggccccatctgtecttcatcttececcg
ccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgectgctgaataacttctatecccagagag
gccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactecccaggagagtgtcacagagcaggac
agcaaggacagcacctacagcecctgagcagcaccctgacgcectgtctaaagcagactacgagaaacacaaagtyg
tacgcctgcgaagtcacccatcagggectgagctcaccagtaacaaaaagttttaatagaggggagtgtage
ggtggcggtggcagtggtgggggaggctccggaggtggcggttcagacatacaaatgacccagagtcecttcea
tcggtatccgcegtecgttggcgatagggtgactattacatgtcaaagctctectagegtctggagecaatttt
ctatcctggtatcaacagaaaccggggaaggctccaaaacttctgatttatgaagectcgaaactcaccagt
ggagttccgtcaagattcagtggctctggatcagggacagacttcacgttgacaatcagttcgectgcaacca
gaggactttgcgacctactattgtggtggaggttacagtagcataagtgatacgacatttgggtgcggtact
aaggtggaaatcaaacgtacc

Cadena pesada FabFv gH20 1519 SEQ ID NO: 72
EVPLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFTEFSNYGMVWVRQAPGKGLEWVAYTIDSDGDNTYYRDSVKGRFTI SR
DNAKSSLYLQMNSLRAEDTAVYYCTTGIVRPEFLYWGQGTLVIVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKKVE
PKSCSGGGGSGGGGTGGGGSEVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGIDLSNYAINWVRQAPGKCLEWIGI IW
ASGTTEFYATWAKGRETISRDNSKNTVYLOMNSLRAEDTAVYYCARTVPGYSTAPYFDLWGQGTLVTVSS
Cadena pesada FabFv gH20 1519 SEQ ID NO: 73
gaggtaccacttgtggaaagcggaggaggtcttgtgcagectggaggaagtttacgtctctettgtgetgtyg
tctggcttcaccttcectccaattacggaatggtctgggtcagacaagcacctggaaagggtcttgaatgggtyg
gcctatattgactctgacggggacaacacctactatcgggattceccgtgaaaggacgcecttcacaatctcecccga
gataacgccaagagctcactgtacctgcagatgaatagecctgagagccgaggatactgecgtgtactattge
acaacgggaatcgttaggccttttctgtactggggacagggcaccttggttactgtctcgagecgecgtccaca
aagggcccatcggtcttcccecctggecaccctectceccaagagecacctctgggggcacagecggeecctgggectge
ctggtcaaggactacttccccgaaccagtgacggtgtcgtggaactcaggtgeccctgaccagecggegttcac
accttcccggcectgtectacagtcttcaggactctactcecectgagcagegtggtgaccgtgecctceccagecage
ttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtcgataagaaagttgag
cccaaatcttgtagtggaggtgggggctcaggtggaggecgggaccggtggaggtggcagecgaggttcaactyg
cttgagtctggaggaggcctagtccagectggagggagectgegtctetettgtgcagtaageggecatcgac
ctgagcaattacgccatcaactgggtgagacaagctccggggaagtgtttagaatggatcggtataatatgg
gccagtgggacgaccttttatgctacatgggcgaaaggaaggtttacaattagccgggacaatagcaaaaac
accgtgtatctccaaatgaactccttgcgagcagaggacacggcggtgtactattgtgetcgecactgteeca
ggttatagcactgcaccctacttcgatctgtggggacaagggaccctggtgactgtttcaagt

Cadena pesada FabFv gH20 1519 con secuencia sefial subrayada y en cursiva SEQ ID NO: 74
MEWSWVFLFFLSVTTGVHSEVPLVESGGGLVQPGGSTRLSCAVSGFTFSNYGMVWVRQAPGKGLEWVAYTIDS
DGDNTYYRDSVKGRETISRDNAKSSLYLOMNSLRAEDTAVYYCTTGIVRPELYWGQGTLVITVSSASTKGPSV
FPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCSGGGGSGGGGTGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGIDLSNYA
INWVRQAPGKCLEWIGIIWASGTTFYATWAKGRFTISRDNSKNTVYLOMNSLRAEDTAVYYCARTVPGYSTA
PYFDLWGQGTLVTVSS
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