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DESCRIPCION
Procedimientos y composiciones relacionados con CRM197
1. Introduccion

La presente invencion proporciona nuevos procedimientos de produccion de toxina diftérica. En particular, la
presente invencién proporciona nuevos procedimientos de produccién de formas no téxicas de toxina diftérica, por
ejemplo, CRM197. La presente invencion también proporciona nuevas composiciones que comprenden toxina
diftérica o formas no tdxicas de toxina diftérica, por ejemplo, CRM197.

2. Antecedentes

La proteina CRM197 es un portador dependiente de células T seguro y eficaz para sacaridos y actualmente se esta
usando en muchas formulaciones de vacuna diferentes llamadas vacunas conjugadas. La toxina de la difteria es una
proteina exotoxina producida por la bacteria Corynebacterium diphtheriae tras la infeccion con el fago 3197. Tanto la
toxina de la difteria ("DT") como CRM197 son componentes de muchas vacunas, como por ejemplo contra
Bordatella pertussis, Clostridium tetani, C. diphtheriae, virus de la hepatitis B y Haemophilus influenzae tipo B
(documentos WO 9324148, WO 9700697, WO 02055105). Ademas, ha habido un creciente interés en CRM197
debido a su potencial actividad antitumoral relacionada con su capacidad para unirse a la forma soluble de HB-EGF
(documento US 2006/0270600A1).

El CRM197 es producido por C. diphtheriae infectado por el fago no toxigénico 3197tox. p197tox fue creado por la
mutagénesis por nitrosoguanidina del corinefago toxigénico  (Uchida, T. et al. 1971, Nature New Biology 233:8-11).
La proteina CRM197 es una forma no toxica de la toxina de la difteria, pero es inmunolégicamente indistinguible de
la toxina de la difteria. DT tiene una masa de 58,350 kDa (CRM197 = 58,415 kDa) y consta de los dominios N-
terminal A y C-terminal B (21 y 37 kDa) que estan unidos por un puente disulfuro que conecta Cys186 y Cys201. El
fragmento A es toxico después de ser liberado de su socio unido por disulfuro, el fragmento B. El corte de la
holotoxina por protedlisis leve en el péptido de conexidén en las posiciones 191-3 es un requisito previo para la
activacion del fragmento A. El fragmento B no tiene actividad enzimatica aparente, pero se requiere para la
toxicidad, probablemente debido a que la holotoxina se dirige a las membranas celulares diana (Broker M,
Costantino P, De Tora L, Mcintosh ED, Rappuoli R: Biochemical and biological characteristics of cross-reacting
material 197 (CRM197), a non-toxic mutant of diphtheria toxin: use as a conjugation protein in vaccines and other
potential clinical applications. Biologicals, 2011, 39(4):195-204).

Los cultivos de C. diphtheriae infectados secretan la proteina CRM197 a través de la membrana citoplasmatica fuera
de la célula al medio de cultivo. La proteina CRM197 tiene aproximadamente el mismo peso molecular que la toxina
de la difteria, pero difiere de ella por un cambio de base Unica (guanina a adenina) en el gen estructural. Este cambio
de base uUnica provoca una sustitucion de aminoacidos (acido glutamico para glicina, G52E) en la proteina madura y
elimina las propiedades toxicas de la toxina diftérica (Giannini G, Rappuoli R, Ratti G: The amino-acid sequence of
two non-toxic mutants of diphtheria toxin: CRM45 y CRM197. Nucleic Acids Res 1984, 12(10):4063-4069).

Los procedimientos de preparacion de DT y CRM197 se describen en los documentos US 4709017, US 5843711,
US 5601827, y US 5917017. Actualmente hay tres sistemas diferentes usados para la preparacion industrial de
CRM197. Dos sistemas se basan en el uso de células de C. diphtheriae infectadas con fagos. El desarrollo mas
reciente constituye un sistema de expresion recombinante en Pseudomonas fluorescens. El procedimiento emplea
un enfoque de secrecion en el periplasma en una cepa de P. fluorescens genéticamente optimizada usando un gen
CRM197 equipado con un péptido sefal para secrecion en el periplasma (documento US20110287443).

Por ejemplo, la toxina de la difteria se aisla de cultivos de C. diphtheriae cepa C7 (B197) y/o C. diphtheriae cepa C7
(B197) pPx350 cultivados en un medio a base de extracto de levadura y casaminoacidos en condiciones aerobicas.
Se demostrd que el ajuste de los componentes del medio mejora los rendimientos (documentos US 4925792, WO
2006 100108). CRM197 o DT se cosechan del sobrenadante del cultivo y se concentran por ultrafiltracion. La
precipitacion con sulfato de amonio es la primera, y la cromatografia de intercambio aniénico es una segunda etapa
de purificacion.

Sin embargo, la produccién de cantidades significativas de la proteina CRM197 para su uso en vacunas se ha visto
obstaculizada debido a la baja abundancia de proteinas (documento WO 2006 100108).

Se han desarrollado técnicas para impulsar la produccion de proteinas CRM usando liségenos dobles (Isolation and
characterization of C. diphtheriae nontandem double lysogens hyperproducing CRM197. R Rappuoli, Appl. Environ.
Microbiol. September 1983 46:560-564; U.S. Pat. No. 4,925,792 issued to R. Rappuoli; e Integration of
corynebacteriophages beta tox+, omega tox+, and gamma tox- into two attachment sites on the C. diphtheriae
chromosome. R Rappuoli, J L Michel, and J R Murphy; J. Bacteriol. March 1983 153:1202-1210) del corinefago no
toxigénico B197. Rappuoli informa rendimientos de CRM197 de lis6genos dobles y triples hasta tres veces mas altos
que los lisdgenos individuales. Los niveles de produccion de CRM197 por lisdgenos individuales son adecuados
pero econémicamente insatisfactorios para la produccién de vacunas que usan la proteina CRM197. Es importante
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tener en cuenta que la construccion de cepas lisogénicas dobles vy triples para aumentar la eficiencia de expresion
en C. diphtheriae es un procedimiento largo que requiere una fase de cribado laboriosa.

Se desarrollaron plasmidos para la expresion recombinante de CRM197 en C. diphtheriae (las Patentes de los
Estados Unidos US patent 5614382, 1995/5614382 _1997). Esto hace posible aumentar el nimero de copias del
gen (hasta 5-10 por célula) sin tener que seleccionar cepas bacterianas pluri-lisogénicas.

Como en el caso de las cepas de Corynebacterium infectadas por el fago p197tox, CRM197 se expresa en medios
de cultivo especiales con un bajo contenido ferroso. A pesar de una reduccion en el tiempo requerido para el manejo
genético de la cepa bacteriana, la produccion de CRM197 no aumenta dramaticamente en comparacion con el uso
de dobles lisé6genos.

Las células huésped de expresion alternativa para DT incluyeron una cepa de vacuna Salmonella typhi cvd 908-htra
(Orr N, Galen JE, Levine MM: Expression and immunogenicity of a mutant diphtheria toxin molecule, CRM197, and
its fragments in S. typhi vaccine strain CVD 908-htrA. Infect Immun 1999, 67(8):4290-4294). Salmonella es una
bacteria Gram negativa y un huésped de expresidon similar a E. coli. Los niveles de expresion de diversas
construcciones (con, sin péptido sefial) en cvd 908-htra fueron bajos y la solubilidad e inmunogenicidad fueron
pobres. El uso del sistema alternativo de translocacion dependiente no-Sec del operon de hemolisina mejoro la
expresion de DT soluble, pero los niveles aun eran bajos.

Los informes para la produccion de CRM197 en E. coli muestran bajos rendimientos de CRM197 soluble y formacion
de producto insoluble en cuerpos de inclusion. Los enfoques de truncamiento se han usado en un intento de mejorar
la expresion a niveles superiores. (Bishai WR, Miyanohara A, Murphy JR: Cloning and expression in E. coli of three
fragments of diphtheria toxin truncated within fragment B. Journal of Bacteriology 1987, 169(4):1554-1563)

Se us6 un plasmido de expresion de cadena sencilla para CRM197 que contiene el gen de la toxina diftérica mutada
que codifica CRM197 para la expresion en E. coli (Bishai WR, Rappuoli R, Murphy JR: High-level expression of a
proteolytically sensitive diphtheria toxin fragment in Escherichia coli. Journal of Bacteriology 1987, 169(11):5140-
5151; Bishai 1987). En esta publicacion, la transcripcion de CRM197 fue controlada por el promotor Ptox endégeno y
constitutivo. Ademas, el DT fusionado en C-terminalmente con la hormona estimulante de melanocitos alfa
("ABM508") fue expresado por el promotor Piambda inducible por calor o el promotor Piac para la expresion.

Bishai 1987 especuld que el atasco del aparato de secrecion debido a la induccién de proteinas de alto nivel causd
una detenciéon del crecimiento después de la inducciéon de la expresién de las variantes periplasmicas de
DT/CRM197. Esto puede ser un problema general en la expresion de proteinas periplasmicas que se ha observado
y dado como resultado previamente bajos rendimientos volumétricos de proteinas (Benson SA, Hall MN, Silhavy TJ:
Genetic analysis of protein export in E. coli K12. Annual Review of Biochemistry 1985, 54:101-134). El bloqueo del
aparato de secrecion y la formacion de proteina insoluble sugirié una incapacidad de las células de E. coli para
proporcionar un entorno productivo de translocacion y plegamiento para la biogénesis CRM197.

Como consecuencia, Bishai 1987 razond que la expresion citoplasmatica evitaria el bloqueo del translocén. Por lo
tanto, Bishai 1987 elimind el péptido sefal para dirigir la expresiéon al citoplasma. Solo a bajas temperaturas y
cuando se eliminaron las proteasas citoplasmaticas, las construcciones de expresion citoplasmatica produjeron
producto soluble. La produccion fue ineficiente y condujo a agregados a temperaturas elevadas, y cuando las
proteasas estaban presentes.

Bishai 1987 no pudo mostrar la produccién de altos niveles de proteina de fusién de proteina CRM197 soluble, es
decir, con péptido sefial para el direccionamiento periplasmico. En un gel de poliacrilamida SDS tefiido con
Coomassie, los extractos que contienen la construccion de expresion ABM508 mostraron una banda de proteina
intensa correspondiente a ABM508, mientras que las células que expresan CRM197 expresadas desde el promotor
natural con el péptido sefial de tipo salvaje no muestran una banda obvia para CRM197 en el tamafio esperado de
58 kDa.

De este modo, la expresion periplasmica no se considerd una estrategia de produccion eficiente y hasta la fecha no
existe un sistema de expresion periplasmico de E. coli establecido para la producciéon de CRM197 o DT soluble y
correctamente plegado.

El primer sistema de expresion basado en E. coli para CRM197 (documento WO2010 150230) proporciona un
sistema de produccion que se basa en la expresion citoplasmatica de CRM197 insoluble en cuerpos de inclusion
seguido de solubilizaciéon, purificacion y replegamiento de la proteina. EI CRM197 de tipo salvaje sin aminoacidos
adicionales solo se puede obtener con este sistema cuando se aplica una etapa de protedlisis adicional.

Los péptidos de sefial inducen la secrecién de proteinas al periplasma y tienen diversos efectos sobre la biogénesis
de proteinas. (Powers T, Walter P: Co-translational protein targeting catalyzed by the E. coli signal recognition
particle and its receptor. The EMBO Journal 1997, 16(16):4880-4886.) (Schierle CF, Berkmen M, Huber D,
Kumamoto C, Boyd D, Beckwith J: The DsbA signal sequence directs efficient, cotranslational export of passenger
proteins to the E. coli periplasm via the signal recognition particle pathway. Journal of Bacteriology 2003,
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185(19):5706-5713). La expresion y purificacion de CRM197 se ha divulgado en los documentos WO 11/42516 y
Alessandra Stefan et al Journal of Biotechnology 156; 245-252 (2011).

3. Sumario

En este documento se proporciona un procedimiento de produccién de CRM197 en el que el procedimiento
comprende cultivar una célula de E. coli que comprende un acido nucleico que codifica CRM197 en el que CRM197
se fusiona con un péptido sefal heterdlogo que se dirige a CRM197 al periplasma de la célula de E. coli, en el que el
acido nucleico codifica un sitio de escision entre el péptido sefial que dirige CRM197 al periplasma y la proteina
CRM197 en el que el sitio de escision comprende la secuencia de aminoacidos aal-aa2-aa3-(sitio de escision)-aa4-
aab-aab-aa7-aa8, en el que aal es Ala, Ser, Gly, Cys, Thr o GIn; aa2 se selecciona de cualquier aminoacido natural;
aa3 se selecciona de cualquier aminoacido natural excepto Phe, His, Tyr, Trp, Asp, Glu, Lys, Arg, Asn y GIn; aa4 a 8
se selecciona de ala-asp-asp-val y met-gly-ala-asp; o en la que el sitio de escision comprende la secuencia de
aminoacidos aa1-aa2-aa3-(sitio de escision)-aa4-aa5-aab-aa7-aa8, en la que aa4 a 8 se selecciona de ala-asp-asp-
val y met-gly-ala-asp; y en la que los primeros 70 aa del primer marco de lectura abierto dan como resultado una
puntuacion Y cuando es analizada por el servidor SignalP4,0 de mas de 0,72. El procedimiento consiste en producir
CRM197 soluble, plegado, de longitud completa con altos rendimientos (por ejemplo, al menos 0,5 mg/1) en cepas
de expresion de E. coli. En particular, se usa un péptido sefial para dirigir la secrecidon de la proteina al espacio
periplasmico.

En este documento se proporcionan procedimientos de producciéon de CRM197 en el que el procedimiento
comprende cultivar una célula de E. coli que comprende un acido nucleico que codifica CRM197 en el que CRM197
se fusiona con un péptido sefial heterélogo que se dirige a CRM197 al periplasma de la célula de E. coli. En
realizaciones mas especificas, el péptido sefial de tipo salvaje de CRM197 se ha eliminado. En realizaciones aun
mas especificas, el péptido sefal de tipo salvaje de CRM197 ha sido reemplazado por el péptido sefial heterdlogo.
El péptido sefial heterdlogo se puede seleccionar del grupo que consiste en el péptido sefial de la enterotoxina
termolabil de E. coli, porina de membrana externa de E. coli (OmpA), proteina de unién a maltosa de E. coli (MalE),
pectato liasa de E. carotovorans (PelB) y Bacillus sp. endoxilanasa (XynA). CRM197 se puede producir a una
concentracion de al menos 5, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, o al menos 1000 mg de proteina por litro de medio de cultivo. Al menos el 50% de la proteina producida se
pliega adecuadamente segun lo determinado por el dicroismo circular. Al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8%, o al menos 99,9% de la proteina producida esta plegada
adecuadamente. Al menos el 50% de la proteina producida no esta presente en los agregados. Al menos 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8%, o al menos 99,9% de la proteina producida
no esta presente en los agregados. Al menos el 50% de la proteina producida es soluble. Al menos 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8%, o al menos 99,9% de la proteina producida es
soluble.

En ciertas realizaciones, la secuencia de nucleétidos heterdloga codifica un sitio de escision entre el péptido sefal
que dirige CRM197 al periplasma y la proteina CRM197 en la que el sitio de escisidon comprende la secuencia de
aminoacidos aa1-aa2-aa3-(sitio de escision)-aa4-aab5-aa6-aa7-aa8, en la que

aal se selecciona entre Ala, Ser, Gly, Cys, Thr, y GIn;

aa2 se selecciona de cualquier aminoacido natural;

aa3 se selecciona de cualquier aminoacido natural excepto Phe, His, Tyr, Trp, Asp, Glu, Lys, Arg Asn, y Glin;
aa4 a 8 se selecciona entre ala-asp-asp-val y met-gly-ala-asp;

o en la que el sitio de escisiébn comprende la secuencia de aminoacidos aa1-aa2-aa3-(sitio de escision)-aa4-aa5-
aab-aa7-aa8, en la que aa4 a 8 se selecciona entre ala-asp-asp-val y met-gly-ala-asp; y en la que los primeros 70 aa
del marco de lectura abierto dan como resultado una puntuacion Y cuando es analizado por SignalP 4,0 Server de
mas de 0,72.

En ciertas realizaciones especificas, la secuencia de nucleétidos heterélogos codifica la proteina de la SEQ ID NO: 1
0 2. La secuencia de nucledtidos heterdlogos se puede unir operativamente a un promotor seleccionado del grupo
que consiste en el promotor araBAD inducible por 1-arabinosa (PBAD), el promotor lac, el promotor rhaP BAD
inducible por 1-ramnosa, el promotor de ARN polimerasa T7, el promotor trc y tac, el promotor de fago lambda p L y
el promotor/operador tetA inducible por anhidrotetraciclina.

En ciertas realizaciones, el acido nucleico que codifica CRM197 se inserta en un plasmido de expresion de copia
alta. El plasmido de expresién de copia alta puede ser pEC415, pBR322, pBAD, serie pET, serie pUC, pACTS3,
pEXT22, pEXT20, serie pBLUESCRIPT, serie pGEM.

En ciertas realizaciones, la expresion de CRM197 se puede inducir a una densidad de cultivo de OD600> 0,3.
Especificamente, la expresion de CRM197 se puede inducir a una densidad de cultivo de OD600 >0,5, >1, 0 >1,5.
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El CRM197 se puede expresar a una temperatura de 37 °C. CRM197 se puede expresar a una temperatura de 20,
25, 30,32 035 °C.

En ciertas realizaciones, al menos el 50% de la proteina CRM197 que se ha producido de acuerdo con los
procedimientos proporcionados en este documento tiene una terminaciéon N de ADDV, GADDV o MGADDV. Mas
especificamente, al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, al menos 99,5% o 100% del CRM197 expresado
tiene una terminacion N de ADDV, GADDV, o MGADDV. En ciertas realizaciones, al menos el 50% del CRM197
expresado tienen un enlace disulfuro entre Cys186 y Cys201. Al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, al
menos 99,5% o 100% del CRM197 expresado tienen un enlace disulfuro entre Cys186 y Cys201.

3.1 Terminologia

La toxina DT-difteria
CRM197-Material reactivo cruzado 197, DT con una mutacién de glicina 52 a glutamato, G52E

AMB508-Proteina de fusién que consiste en una secuencia de hormona estimulante de alfa melanocitos fusionada
con la secuencia de CRM197 proteina-preproteina f3197tox-no-toxigénico corinefago 197

que incluye la proteina madura del péptido sefial,
proteina procesada- proteina después de la escision del péptido seial

IPTG-Isopropil-B-D-tiogalactopiranosid, inductor para lac, trc y promotores relacionados, que se agregaran a los
medios de crecimiento en el momento de la induccion

Promotor de paraBAD del operén araBAD, inducible por la adicién de L-arabinosa a los medios de crecimiento
4. Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 Expresion de CRM197 en E. coli. Se probaron diferentes plasmidos de expresion (1, 2, 3, 4, 5 que
indican p932, p934, p722, una variante citoplasmatica CRM197, y p150 (véase, la Tabla 2)) para la expresion de
CRM197 en células E. coli BL21 (carriles indicados por A) o W3110 (B). Los extractos celulares totales
normalizados a OD600 después de 2 horas de induccion se prepararon y analizaron. El panel superior muestra
una transferencia Western usando antisuero anti DT, el panel inferior se detecté usando antisuero anti his tag.

Figura 2. Purificacion de CRM197 soluble de E. coli. Se cultivaron dos cepas diferentes que contenian plasmidos
de expresion (1, 2, que indican p932, p933) en BL21 como se describe en el texto. Las fracciones de elucion se
separaron mediante SDS PAGE y se tifieron con azul Coomassie (panel izquierdo) y se inmunodetectaron
después de la electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa usando antisuero anti DT.

Figura 3. Niveles de expresion periplasmica de CRM197 fusionados a diferentes péptidos sefial N-terminales en
comparacion con una proteina de referencia bien secretada EPA-6H, exotoxina A (EPA) recombinante,
genéticamente desintoxicada de Pseudomonas aeruginosa, (Ihssen J, Kowarik M, Dilettoso S, Tanner C, Wacker
M, Thony-Meyer L: Production of glycoprotein vaccines in E. coli. Microbial cell factories 2010, 9:61). Gel SDS-
PAGE tefiido con Coomassie con extractos periplasmicos de cepas de E. coli que albergan los plasmidos 1 a 16
como se describe en la tabla 2. Las células se cultivaron en matraces de agitacion a la temperatura de expresion
optima en medio TB y se indujeron a un ODgg de 0,4-0,6 por la adicion de 4 g/l de L-arabinosa. Se tomaron
muestras equivalentes a OD para la extraccion de proteinas periplasmicas solubles (procedimiento de sacarosa-
lisozima) 4 h después de la induccion, con la excepcion de 13*: muestra tomada antes de la induccion. M: mezcla
de marcadores proteicos, escala de proteinas pre-tefiidas Thermo-Scientific # 26616, 3 ul (concentracion de
proteinas individuales 0,1-0,2 mg/ml).

5. Descripcion detallada

En este documento se proporcionan procedimientos para la expresion de toxina diftérica y formas no téxicas de
toxina diftérica, por ejemplo, CRM197. Mas especificamente, se proporcionan en este documento procedimientos
para la expresion de CRM197 y la secrecion de CRM197 en el espacio periplasmico de células de E. coli en una
forma soluble y plegada correctamente.

El CRM197 se expresa usando un péptido sefial heterélogo que se dirige al CRM197 en el espacio periplasmico de
la célula huésped. En ciertas realizaciones mas especificas, la célula huésped es E. coli. Se puede construir un
casete de expresion que contiene el gen CRM197 y un péptido sefal heterdlogo usando técnicas estandar de
biologia molecular. Especificamente, el péptido sefal de tipo salvaje de CRM197 se elimina y en su lugar se
introduce un péptido sefial heterdlogo. A nivel de acido nucleico, se debe tener cuidado de que la secuencia que
codifica el péptido sefial se clone en marco con el acido nucleico que codifica el resto de CRM197. En ciertas
realizaciones especificas, el péptido sefial heterélogo reemplaza al péptido sefial de tipo salvaje. En otras
realizaciones, el péptido sefial de tipo salvaje se elimina o se inactiva funcionalmente y el péptido sefial heterélogo
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se introduce en una ubicacién diferente de la proteina. En ciertas realizaciones, se introduce un sitio de escision
proteolitica entre el péptido sefial y el resto de la molécula. El sitio de escision proteolitica se puede reconocer y
escindir en el periplasma de la célula huésped. En ciertas realizaciones mas especificas, la sefial peptidasa se
expresa de forma recombinante en la célula huésped.

En ciertas realizaciones, los siguientes parametros pueden afectar la expresion de la proteina de interés. Se
proporciona informacién mas detallada sobre estos diversos aspectos en las siguientes secciones.

El acido nucleico puede codificar el CRM197 maduro y secretado (SEQ ID NO: 6):
i) de manera optimizada para el uso de codones de E. coli.

ii) Se puede usar una secuencia de sefial heterdloga para dirigir CRM197 al espacio periplasmico en E. coli.
Mediante procedimientos de clonacién estandar, las secuencias de ADN sintéticas que codifican un péptido sefial
heterélogo se pueden fusionar en la terminacion N del gen de CRM197 maduro. Diferentes péptidos sefial N-
terminales, tal como a partir de la enterotoxina termolabil de E. coli, la porina A de membrana externa de E. coli
(OmpA), la proteina de unién a maltosa de E. coli (MalE), E. coli DsbA, pectato liasa de Erwinia carotovorans
(PelB) o endoxilanasa de Bacillus sp. (XynA) se puede usar con los procedimientos proporcionados en este
documento. En ciertas realizaciones, se ha demostrado que un péptido sefal heterdlogo particular confiere
secrecion de proteinas recombinantes al espacio periplasmico de E. coli

iii) El sitio de escision del péptido sefial (esto es, la secuencia entre el péptido sefial y la proteina secretada); Por
ejemplo, los programas de prediccion de escision de péptidos sefial, tal como por ejemplo el programa de
servidor SignalP 4,0 (alojado en el sitio web del the Center for Biological Sequence Analysis of the Technical
University of Denmark), se pueden usar para disefiar sitios de escision de péptidos sefial alternativos. Este
programa predice i) la probabilidad del sitio de escision, y ii) la ubicacion del sitio de escision, es decir, entre qué
aminoacidos es mas probable que se produzca la escision. En realizaciones especificas, los sitios de escision del
péptido sefial se disefian de una manera que da como resultado una terminacion N de CRM197 lo mas similar
posible a la terminacién N natural.

iv) Se puede usar un plasmido de expresion de alto numero de copias apropiado con los procedimientos
proporcionados en este documento.

v) La expresion de CRM 197 se puede colocar bajo el control del promotor de arabinosa de induccion de alto
nivel.

vi) El medio de crecimiento;

vii) El tiempo de expresion, es decir, el punto de induccién durante el crecimiento y el tiempo entre la induccion y
la cosecha de las células;

viii) Cantidad de inductor;
ix) La temperatura de expresion;

En general, un procedimiento proporcionado en este documento se realiza como sigue. Primero, un plasmido de
expresion como se describe en este documento se introduce en una célula huésped (por ejemplo, cepa de expresion
de E. coli o Salmonella sp). La mezcla de transformacion se puede colocar en placas en medios enriquecidos
complementados con el antibiético para el cual el plasmido de expresion lleva un marcador de resistencia. Se puede
usar una sola colonia para inocular un pequefio volumen de cultivo (por ejemplo, 5 ml) que consiste en, por ejemplo,
medio TB o un medio rico similar que contiene glicerol como fuente de carbono y que carece o se complementa con
el antibiético apropiado. El cultivo se puede incubar luego entre 20-35 °C hasta la fase estacionaria y luego diluirse
en medio fresco de composicion idéntica o similar, precalentado a 20-35 °C, en una proporcién de 1:50 a 1: 100. El
cultivo fresco puede crecer hasta la fase de crecimiento exponencial (ODeoo de 0,6-1,2) y la expresion se induce
mediante la adicién del inductor apropiado, que depende del promotor usado en el plasmido de expresion. Los
ejemplos de inductores incluyen arabinosa o un quimico diferente de la condicion fisica para la induccion de
proteinas de alto nivel. Luego, la expresiéon contintia. En ciertas realizaciones, la expresion continda antes de la
cosecha durante al menos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, o al menos 30 horas.

Se pueden tomar muestras en cualquier momento. En todos los puntos de tiempo, la cantidad de CRM197 soluble
formado se evalla mediante analisis a través de SDS-PAGE vy tincién con Coomassie de extractos periplasmicos.
Una comparacion con el CRM197 comercial de concentracién conocida permite estimar el rendimiento.

En ciertas realizaciones, el siguiente control se usa para determinar que la proteina CRM197 expresada es soluble.
Sin estar limitado por la teoria, dicha proteina soluble esta plegada correctamente. CRM197 detectado a alrededor
de 58 kDa en extractos periplasmicos preparados por el procedimiento de sacarosa-lisozima (Kowarik M, Young NM,
Numao S, Schulz BL, Hug I, Callewaert N, Mills DC, Watson DC, Hernandez M, Kelly JF et al: Definition of the
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bacterial N-glycosylation site consensus sequence. The EMBO journal 2006, 25(9):1957-1966) se puede usar como
un estandar para la proteina soluble.

En ciertas realizaciones, en este documento se proporcionan procedimientos que dan como resultado una
concentracion de CRM197 plegado adecuadamente de al menos 1 mg/1, 2 mg/l, 3 mg/l, 4 mg/l, 5 mg/l, 6 mg/l, 7
mg/l, 8 mg/l, 9 mg/l, 10 mg/l, 11 mg/l, 12 mg/l, 13 mg/l, 14 mg/l, 15 mg/l, 20 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, o al
menos 100 mgl/l.

En ciertas realizaciones, dependiendo de la secuencia del sitio de escision del péptido sefial, la terminacion N de
CRM197 puede ser ADDV o MGADDV.

En ciertas realizaciones, al menos el 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%, o 100% de las
proteinas CRM197 resultantes tienen un disulfuro enlace entre Cys186 y Cys201 conectando los fragmentos Ay B.
La presencia de este enlace disulfuro se puede demostrar usando un ensayo de tiol (Hansen RE, Ostergaard H,
Norgaard P, Winther JR: Quantification of protein thiols and dithiols in the picomolar range using sodium borohydride
and 4,4’-dithiodipyridine. Anal Biochem 2007, 363(1):77-82).

En ciertas realizaciones, al menos el 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%, o 100% de las
proteinas CRM197 resultantes son solubles y no estan presentes en los agregados.

5.1 Proteinas de interés

La presente invencion describe procedimientos de produccién para CRM197. Las secuencias de proteinas
ilustrativas para CRM197 se proporcionan como SEQ ID NOs: 3 y 4, y las secuencias de ADN del plasmido de
expresion de longitud completa correspondientes son SEQ ID NOs: 1y 2.

5.2 Orientacion periplasmica

En E. coli existen diversas rutas secretoras desde el citoplasma hasta el periplasma. Estas vias incluyen la via Sec,
la via dependiente de SRP y la via de la arginina gemela para la secrecion. Se cree que el poro TatABC es
responsable de la secrecion de proteinas plegadas. Sin estar limitado por la teoria, el péptido sefial puede
determinar qué via secretora es elegida por la célula. (Driessen AJ, Nouwen N: Protein translocation across the
bacterial cytoplasmic membrane. Annual review of biochemistry 2008, 77:643-667.)

En ciertas realizaciones, el péptido sefial heterdlogo para usar con los presentes procedimientos es una secuencia
sefial hidréfoba amino terminal que se escinde durante el procedimiento de translocacion. En ciertas realizaciones,
las condiciones para un procedimiento proporcionado en este documento se eligen de manera que la proteina no se
pliegue en su estructura tridimensional estable en el citoplasma de la célula huésped. Sin estar limitado por la teoria,
el plegado el citoplasma puede evitar la exportacion. En ciertas otras realizaciones, el péptido sefial heterélogo
codifica una firma de arginina que dirige la proteina a la ruta de la arginina gemela para la secrecion.

En ciertas realizaciones, una proteina desplegada se puede mantener en un estado competente de exportacion de
varias maneras diferentes: (i) el péptido sefial heterdlogo se puede elegir de modo que la proteina se pueda
translocar a través de una membrana simultaneamente con la traduccion de la proteina, asegurando de este modo
que ni siquiera sus estructuras secundarias se forman en el citoplasma debido a la ausencia de polimero de
aminoacidos; (ii) chaperonas o factores antiplegamiento que evitan el plegamiento en el citoplasma (Randall LL,
Topping TB, Smith VF, Diamond DL, Hardy SJ: SecB: a chaperone from E. coli. Methods Enzymol 1998, 290:444-
459.) se pueden proporcionar; (iii) las secuencias de sefial heterélogas se eligen y/o insertan de manera que actuen
como chaperonas intrapolipéptidas para evitar el plegamiento rapido; y/o (iv) el DT o CRM197 se modifica de modo
que contenga caracteristicas en su estructura final (por ejemplo, enlaces disulfuro) que no se forman en el entorno
del citoplasma de modo que las proteinas no puedan alcanzar sus conformaciones plegadas finales en el
citoplasma.

5.2.1 Péptidos de senal

Los péptidos sefial heterdlogos ilustrativos que se pueden usar con los procedimientos proporcionados en este
documento son: la secuencia sefial de E. coli DsbA, los péptidos sefial MalE, OmpA y PelB. Sin estar limitado por la
teoria, la eleccion del péptido sefial puede determinar la ruta de secrecion, por ejemplo, la ruta dependiente de SRP
frente a la dependiente de SecB hacia el translocdn. Las condiciones de expresion optimas pueden diferir para
diferentes rutas de focalizacion. Hay informes que afirman que las tecnologias que permiten la identificacion de la
via de secrecion dirigida (Marrichi M, Camacho L, Russell DG, DelLisa MP: Genetic toggling of alkaline phosphatase
folding reveals signal peptides for all major modes of transport across the inner membrane of bacteria. J Biol Chem
2008, 283(50):35223-35235).

Los péptidos sefal preferidos se seleccionan de proteinas secretadas conocidas y predichas que se exportan
eficientemente al periplasma de E. coli a través de rutas cotraduccionales. Entre otros, se pueden usar los péptidos
sefial de enterotoxina termolabil de E. coli, porina A de membrana externa de E. coli (OmpA), proteina de union de
maltosa de E. coli (MalE), pectato liasa de E. carotovorans (PelB), o endoxilanasa de Bacillus sp. (XynA).
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5.2.2 Sitios de escision

Sin estar limitados por la teoria, los péptidos sefial se escinden de la preproteina mediante una peptidasa sefal, y en
E. colihay SPasel y Il. SPasel esta escindiendo algunos péptidos sefial de proteinas de membrana y mas solubles,
mientras que SPasell escinde péptidos sefal de lipoproteinas. SPasel es la peptidasa sefial responsable en la
presente invencion. Se pudo determinar el uso de SPasel (Paetzel M, Karla A, Strynadka NC, Dalbey RE: Signal
peptidases. Chemical reviews 2002, 102(12):4549-4580).

Sin estar limitados por la teoria, las ubicaciones del sitio de escision se definen por i) la estructura de la organizacion
del péptido sefal caracteristico con un nucleo hidréfobo, una terminacién N cargada y una terminacion C hidréfila, y
ii) por la secuencia primaria alrededor de la posicidon de escision (a menudo A-X-A) (Heijne G: The distribution of
positively charged residues in bacterial inner membrane proteins correlates with the trans-membrane topology. The
EMBO journal 1986, 5(11):3021-3027.). Ambos parametros son bien entendidos y los programas de prediccion
tienen una alta precision (Petersen TN, Brunak S, von Heijne G, Nielsen H: SignalP 4,0: discriminating signal
peptides from transmembrane regions. Nat Methods 2011, 8(10):785-786). El programa SignalP 4,0 server
proporciona una probabilidad de escisidon basada en la secuencia de los primeros 70 aminoacidos de la preproteina.
En ciertas realizaciones, los sitios de escision disefiados para su uso con los procedimientos proporcionados en este
documento tienen una puntuacién Y de al menos 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,72, 0,75, 0,8, 0,85, 0,9, o al menos 0,95.

En ciertas realizaciones, el sitio de escision del péptido sefal esta disefiado de tal manera que la terminacién N
prevista es la terminacion N de la proteina que existe naturalmente. En otras realizaciones, los péptidos sefial y la
terminacion N del CRM197 estan disefiados de tal manera que la terminacién N esté lo mas cerca posible de la
terminacion N encontrado de forma nativa.

La terminacion N natural después de la escision del péptido sefial de la proteina CRM197 es GADDV... (Bell CE,
Eisenberg D: Crystal structure of nucleotide-free diphtheria toxin. Biochemistry 1997, 36(3):481-488). En ciertos
aspectos de la divulgacion, la terminacion N de CRM197 expresado en E. coli usando el péptido sefial DsbA puede
ser:

MKKIWLALAGLVLAFSASA-(escision)-ADDVVDSSK... y usando el péptido sefial PelB
MKKIWLALAGLVLAFSAMA-(escision)-GADDVVDSSKS....
Tenga en cuenta el motivo AXA en el sitio de escision, donde la escision tiene lugar después del segundo A.

Otras secuencias de escision y combinaciones de sitios de escision de péptido sefial se exponen en la Tabla 2 a
continuacion.

5.3 Plasmidos de expresion

Se conoce una amplia variedad de vectores de expresion para la expresion recombinante en células de E. coli. En
principio, se puede usar cualquier esqueleto de vectores. Los vectores ilustrativos son: pEC415 (Schulz H,
Hennecke H, Thony-Meyer L: Prototype of a heme chaperone essential for cytochrome ¢ maturation. Science 1998,
281(5380): 1197-1200), pBR322 (Bolivar F, Rodriguez RL, Greene PJ, Betlach MC, Heyneker HL, Boyer HW, Crosa
JH, Falkow S: Construction and characterization of new cloning vehicles. Il. A multipurpose cloning system. Gene
1977, 2(2):95-113), pBAD (Invitrogen corporation, Carlsbad, CA), serie pET (Invitrogen), serie pUC (Lin-Chao S,
Chen WT, Wong TT: High copy number of the pUC plasmid results from a Rom/Rop-suppressible point mutation in
RNA 1. Mol Microbiol 1992, 6(22):3385-3393), pACT3, pEXT22, pEXT20 (Dykxhoorn DM, St Pierre R, Linn T: A set
of compatible tac promoter expression vectors. Gene 1996, 177(1-2):133-136.), serie pBLUESCRIPT (Stratagene,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA), serie pGEM (Promega Corp., Madison, WI). Todos estos vectores podrian
usarse para clonar el casete de expresion de la preproteina bajo el control de un promotor inducible.

Se proporcionan plasmidos ilustrativos como SEQ ID NOs: 1 y 2. El esqueleto del vector se basa en pBR322 que
contiene un origen de replicacion pMB1 de copia media a alta, un casete de resistencia a ampicilina que se puede
intercambiar por un casete de kanamicina, el reguldn del operén araBAD que codifica el represor AraC y el promotor
araBAD para la induccién de expresion de proteinas de alto nivel.

En ciertas realizaciones, CRM197 se expresa a partir de construcciones integradas cromosémicamente. Esta
estrategia requiere tecnologias adicionales que son bien conocidas para los expertos en el arte y darian como
resultado una construccién de expresion integrada al genoma que consta de los mismos elementos que un plasmido
de expresion pero que no requiere el casete de seleccion (solo para la seleccion tras la integracion genémica) y
origen de replicacion.

5.4 Promotores

Entre los promotores inducibles de alta expresién bien conocidos, se puede usar cualquiera que sea funcional a la
temperatura para la expresion de la proteina de interés. En ciertas realizaciones, un promotor que se usara con los
procedimientos proporcionados en este documento es activo por debajo de la temperatura de 37 °C, por debajo de
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36 °C, 35 °C, 34 °C, 33 °C, 32 °C, 31 °C, o por debajo de 30 °C. La siguiente lista contiene promotores ilustrativos de
expresion bacteriana que se pueden usar con los procedimientos proporcionados en este documento (Tabla 1):

Tabla 1: Promotores inducibles usados en la expresion bacteriana (Fuente: sitio web del: The Wolfson Centre
for Applied Structural Biology of the Hebrew University of Jerusalem)

Nivel de
Promotor | Fuente | Regulaciéon | Induccion expresion Informacioén adicional
lac E. coli lacl, lacl™ IPTG bajo
lacUV5 | E. coli O PTG bai Teoricamente no esta sujeto a la
ac - coll|lacl, lacl ajo regulacién dependiente de AMPc
Permite la
a%urcrﬂgliizlgr;:e Consiste en la region -35 del promotor trp
) aproximadamente y la region -10 del promotor /ac (difiere del
ac 9
(hibrido) lacl, lacl el 15-30% de la promotor frc en 1 pb)
E. coli IPTG proteina celular
total
Permite la
a%ﬁg}gﬁgﬁgse Consiste en la region -35 del promotor trp
o aproximadamente | Y la regién -10 d(il p;omoto; /ag (difiere del
lacl, lacl el 15-30% de la promotor tac en 1 pb)
trc E. coli IPTG proteina celular
(hibrido) total
La adiciéon
de fructosa La inanicia
al medio de | -2 |na(;1r|C|on
crecimiento tri tc'?fano o
aumenta la Ip dicio
regulacion dag .glog
descendente | € actdo b
indolecrilico
en
condiciones
trp E. coli no
inducidas.
Existe una gran heterogeneidad en las
. o poblaciones celulares tratadas con
Mas debil que el | concentraciones subsaturadas de 1-
) promotor tac | arabinosa (algunas bacterias son
araBAD | E. coli | araC arab1ir_10$a completamente inducidas y otras no).
phoB Estrechamente controlada. La induccién
(positivo) . requiere inanicion de fosfato, por lo que
hoR Inanicion uede limitar la duracién de la sintesis de
p p
ohoA E col (negativo) | de fosfato proteinas.
recA E.coli |lexA Acido
nalidixico
proU E. coli Omolaridad
cst-1 E. coli Inanicién
de glucosa




ES 2750525 T3

(continuacion)

Nivel de
romotor | Fuente | Regulacion | Inducciéon i6 nformacién adiciona
P t F t R I io I d io expreslon I f i6 d. i I
tetA E. coli tetraciclina
cadA E. coli |cadR pH
nar E. coli |fhr Condicione
s
anaerobica
s
El promotor central de cspA solo es
débilmente inducido por el cambio
descendente de temperatura. Una region
no traducida de 159 nucleétidos de largo en
la terminacién 5' de las transcripciones
impulsadas por cspA los hace altamente
tct:é?r%?::en inestables a 37 °C y aumenta
frio (cambio significativamente su estabilidad a bajas
2 menos de temperaturas. Esta region también favorece
20 °C) su participaciéon mediante maquinaria de
) traduccion modificada en frio. El sistema
cspA E. coli cspA se reprime 1-2 horas después del
cambio descendente de temperatura.
SP6 Fago
de
Salmon
ella
T7 Fago clts857 térmica
T7
Permite la
acumulacioén de
proteinas en
aproximadament
%p?rador lacld * e el 40-50% de
-ac Fago PTG la proteina
T7 celular total
Operador |Fago lacld * IPTG
T3-lac T3
Operador | Fago lacl, lacld * |IPTG Este promotor es reconocido por la ARN
T5-lac T5 polimerasa de E. coli
Gegz Fago Infeccién
de T4 T4
T4
ggfra Bacill | lacld * IPTG
nprM- us
lac
VHb Vitreo oxigeno
scilla

10




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2750525 T3

5.5 Medio de cultivo

El medio de cultivo para la produccién de proteinas puede ser cualquier medio definido, semidefinido o complejo
apropiado para la sobreexpresion de proteinas recombinantes en E. coli. Se prefiere un medio complejo rico como el
caldo Terrific (TB), pero también se pueden usar medios de sales minerales definidos. El caldo Terrific esta
compuesto de 24 g/l de extracto de levadura, 12 g/l de triptona o peptona (es decir, caseina digerida
proteoliticamente, proteina de soja u otra proteina) y 4% (v/v) de glicerol. Ademas, el medio esta tamponado.

En ciertas realizaciones especificas, la concentracion de iones de magnesio es como maximo 10nM, 50nM, 100nM,
250nM, 500nM, 750nM, o como maximo 1mM. En ciertas realizaciones especificas, no se agrega magnesio. En
ciertas realizaciones especificas, no se agrega MgCl; al medio de cultivo.

En ciertas realizaciones especificas, el pH del medio de cultivo esta entre 6 y 9. En ciertas condiciones especificas,
el extracto de levadura puede estar presente en el medio de cultivo a una concentracion entre 10-30 g/l. En ciertas
realizaciones especificas, el medio de cultivo comprende glicerol del 2,5% al 10%. En ciertas otras realizaciones, el
medio de cultivo comprende glicerol al menos 5%, 10%, 15% o al menos 20%.

5.6 Induccidn y expresion

Los cultivos de expresion antes de la induccion se pueden cultivar a diferentes temperaturas, por ejemplo,
temperaturas que oscilan entre 4-35 °C o 18-37 °C. En ciertas realizaciones, los cultivos de expresién antes de la
induccién se cultivan a una temperatura dentro del intervalo de 18-20 °C, 20-22 °C, 22-24 °C, 24-26 °C, 26-28 °C,
28-30 °C, 30-32 °C, 32-34 °C, 0 34-36 °C. En ciertas realizaciones, los cultivos de expresién antes de la induccién se
cultivan a una temperatura de aproximadamente 18 °C, 19 °C, 20 °C, 21 °C, 22 °C, 23 °C, 24 °C, 25 °C, 26 °C, 27
°C, 28 °C,29°C, 30 °C, 31 °C, 32 °C, 33 °C, 34 °C, 35°C, 36 °C, 0 37 °C.

Las temperaturas de cultivo después de la inducciéon pueden caer en ciertos intervalos, por ejemplo, temperaturas
que oscilan entre 4-35 °C o 18-37 °C, y pueden ser diferentes de las condiciones de induccion anteriores. Por
ejemplo, un cultivo de preinduccion se puede cultivar a temperaturas mas altas, por ejemplo, una temperatura
descrita anteriormente, y luego cambiarse a una temperatura mas baja, por ejemplo, una temperatura en el intervalo
de 15-30 °C, para la produccion. En ciertas realizaciones, los cultivos después de la induccién se cultivan a una
temperatura dentro del intervalo de 18-20 °C, 20-22 °C, 22-24 °C, 24-26 °C, 26-28 °C, 28-30 °C, 30-32 °C, 32-34 °C,
0 34-36 °C. En una realizacion especifica, dicha temperatura cae dentro de un intervalo que es inferior al intervalo en
el que se cultiva el cultivo de preinduccién. En ciertas realizaciones, los cultivos después de la induccioén se cultivan
a una temperatura de aproximadamente 18 °C, 19 °C, 20 °C, 21 °C, 22 °C, 23 °C, 24 °C, 25 °C, 26 °C, 27 °C, 28 °C,
29 °C, 30 °C, 31 °C, 32 °C, 33 °C, 34 °C, 35 °C, 36 °C, 0 37 °C. En una realizacién especifica, dicha temperatura cae
dentro de un intervalo que es inferior al intervalo en el que se cultiva el cultivo de preinduccion.

Dependiendo de la construccion, el tiempo de expresion puede ser de 2-20 h. Las concentraciones de inductor son,
dependiendo del promotor, de 0,01 a 1% (p/v) de arabinosa (ParaBAD), o de 10 a 1000 uM de IPTG. La induccién
se puede realizar a valores de OD600 obtenidos durante la fermentacion entre 0,3 a 1,5 en cultivos en matraces de
agitacion, y a OD600 entre 5 a 200 en fermentaciones del biorreactor. En ciertas realizaciones especificas, la
induccion se realiza a una OD600 entre 5y 50, 25y 75, 50 y 100, 75y 125, 100 y 150, 125y 175, 150 y 200, 0 175 y
200. En ciertas realizaciones, la induccién se realiza al comienzo de la fase log en el matraz de agitacion. Las
fermentaciones del biorreactor se pueden realizar a valores constantes de pO2 que oscilan desde 0% a 40%. La
regulacion de pO2 se puede realizar regulando la velocidad del agitador o la velocidad de aireacion.

En ciertas realizaciones, el promotor es inducible con arabinosa; las concentraciones de arabinosa pueden ser al
menos 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, o al menos 1 % (p/v) arabinosa. En ciertas realizaciones,
la concentracion del inductor arabinosa es como maximo 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, o como
maximo 1 % (p/v) arabinosa

En ciertas realizaciones, el promotor es inducible con IPTG; las concentraciones de IPTG pueden ser al menos 10,
25, 50, 75, 100, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 750, 800, 900 o al menos 1000 uM de IPTG. En ciertas
realizaciones, la concentraciéon del inductor IPTG es como maximo 10, 25, 50, 75, 100, 200, 250, 300, 400, 500, 600,
700, 750, 800, 900 o como maximo 1000 uM de IPTG.

En ciertas realizaciones, la expresion se realiza en cultivos en matraces de agitacion. Los valores de ODggo en el
momento de la induccién son al menos 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, o al menos 1,5 en cultivos
en matraces de agitacion. En ciertas realizaciones, los valores de ODggo en el momento de induccion son como
maximo 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, o como maximo 1,5 en cultivos en matraces de agitacion.

En ciertas realizaciones, la expresion se realiza en fermentaciones del biorreactor. Los valores de OD600 en el
momento de la induccion son al menos 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75 o al menos 100 en fermentaciones del biorreactor.
En ciertas realizaciones, los valores de ODgoo en el momento de la inducciéon son como maximo 5, 10, 15, 20, 25, 50,
75 o como maximo 100 en fermentaciones del biorreactor.
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Las fermentaciones del biorreactor se pueden realizar a valores constantes de pO2 de al menos 1%, 2%, 3%, 4%,
5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, o al menos 40%. En ciertas realizaciones, las
fermentaciones del biorreactor se pueden realizar a valores constantes de pO2 de como maximo 1%, 2%, 3%, 4%,
5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, o como maximo 40%.

5.7 Células huésped

Las cepas de expresién para la produccion recombinante de la proteina diana pueden ser, pero no se limitan a,
cepas de E. coliK12 y B, como W3110, DB1, DH5a, BL21, BL21(DE3), C43, JM109, JM101, JM110, y derivados de
los mismos (Huang CJ, Lin H, Yang X: Industrial production of recombinant therapeutics in E. coli and its recent
advancements. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology 2012, 39(3):383-399). Las células huésped se
pueden modificar cromosémicamente para acomodar la expresion optima de la proteina CRM197. Por ejemplo, las
proteasas periplasmicas como DepP, Prc, Spr y/o proteasa lll pueden eliminarse en cepas de produccion. Las
deleciones pueden ser Utiles solas o en combinacion con otras proteasas. Ademas, mutaciones supresoras como,
por ejemplo, sprWW148R (Chen C, Snedecor B, Nishihara JC, Joly JC, McFarland N, Andersen DC, Battersby JE,
Champion KM: High-level accumulation of a recombinant antibody fragment in the periplasm of E. coli requires a
triple-mutant (degP prc spr) host strain. Biotechnology and bioengineering 2004, 85(5):463-474.) pueden aumentar el
rendimiento de la proteina CRM197.

5.8 Ensayos

Los procedimientos para caracterizar el rendimiento, la pureza, la estabilidad, el grado de corte, la toxicidad y el
contenido de endotoxinas estan bien establecidos y definen la calidad para el uso de CRM197 en una vacuna. El
analisis de CRM197 se realiza mediante, por ejemplo, cromatografia de exclusion por tamafio de alto rendimiento,
enfoque isoeléctrico, SDS-PAGE y Western Blot, determinacién de peso molecular por MS, secuenciacion de
terminal N, analisis de aminoacidos, cromatografia liquida de fase inversa, espectroscopia de masas por
electroaspersion y mapeo de péptidos por espectroscopia de masas después de la digestion triptica.

Se describen procedimientos analiticos y los parametros que definen una calidad aceptable estan bien establecidos
para su uso en medicamentos. Se proporcionan informacion detallada y parametros marco, por ejemplo, en las
directrices publicadas por la agencia médica europea, EMEA, y se pueden encontrar en el sitio web de EMEA, por
ejemplo, para la vacuna Prevenar que contiene CRM197.

5.8.1 Concentracion del producto de expresion

Se podrian usar tecnologias de concentracion de proteinas estandar como el ensayo Lowry, el ensayo BCA y los
ensayos Bradford, asi como la determinacion de la absorcion UV a 280 nm y la cuantificacion de geles SDS-PAGE
tefiidos con Coomassie por densitometria o electroforesis en gel capilar por mediciones de intensidad de tinte
fluorescente.

5.8.2 Plegado del producto de expresién

El plegamiento del producto se puede analizar directamente mediante espectroscopia de dicroismo circular,
espectroscopia de RMN de proteinas y HPSEC. Los procedimientos indirectos incluyen la medicién de la solubilidad,
la resistencia a la proteasa y los ensayos de actividad para determinar la toxicidad en el caso del fragmento DT A, y
los ensayos de union para los fragmentos DT B y CRM197.

5.8.3 Cuerpos de inclusion del producto de expresion

La formacién del cuerpo de inclusion se cuantifica facilmente mediante la primera homogeneizacion de las células
cosechadas después de la fermentacion, centrifugacion de baja rotacion para la sedimentacion de la materia
insoluble, y comparando las pellas y el sobrenadante lado a lado de una manera de densidad 6ptica equivalente. La
intensidad de la banda de proteinas permite la estimacion de la proporcion en el sobrenadante (proteina soluble) y
las pellas (agregados insolubles y cuerpos de inclusion).

5.8.4 Solubilidad del producto de expresién

La solucién sobrenadante que contiene la proteina se puede centrifugar y filtrar estéril. Si la proteina permanece en
solucién y no se agota del filtrado y los sobrenadantes, la proteina es soluble. Un procedimiento mas sofisticado es
la dispersion dinamica de la luz. Permite la determinacién del tamafio de particula, que es indicativo del estado
oligomérico o micro agregado de la proteina purificada.

La solubilidad es inversamente proporcional a la formacién de agregados de tal manera que un hallazgo de alta
solubilidad demuestra que no hay o tiene un bajo nivel de formacién de agregados.

5.8.5 Localizacion periplasmatica del producto de expresion

La localizacion periplasmatica se mide mediante el fraccionamiento de las células y comparando los rendimientos
proteicos especificos observados en las fracciones de periplasma y esferoplasto. El fraccionamiento se realiza
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usando el procedimiento de sacarosa-lisozima (Kowarik M, Young NM, Numao S, Schulz BL, Hug I, Callewaert N,
Mills DC, Watson DC, Hernandez M, Kelly JF et al: Definition of the bacterial N-glycosylation site consensus
sequence. The EMBO journal 2006, 25(9):1957-1966), choque osmético (Johansson HJ, Jagersten C, Shiloach J:
Large scale recovery and purification of periplasmic recombinant protein from E. coli using expanded bed adsorption
chromatography followed by new ion exchange media. J Biotechnol 1996, 48(1-2):9-14.), o polimixina (Schulz H,
Hennecke H, Thony-Meyer L: Prototype of a heme chaperone essential for cytochrome ¢ maturation. Science 1998,
281(5380): 1197-1200). Las alicuotas de las fracciones se normalizan en funcién de los volimenes de muestra y el
cultivo ODsgo Yy se analizan mediante SDS PAGE vy transferencia Western.

5.8.6 Escision de secuencia de seiial

La escision de los péptidos sefial se analiza mediante i) analisis de desplazamiento de gel de células fraccionadas
como se describe en 5.8.5. En este analisis, la preproteina no procesada se puede acumular en agregados
citoplasmaticos o membranas, y la proteina procesada estara presente en fracciones periplasmicas, solubles. La
movilidad electroforética diferente constituira un desplazamiento entre preproteinas procesadas y no procesadas por
SDS-PAGE (y transferencia Western si es necesario). Finalmente, la secuenciacion de aminoacidos N-terminal se
puede usar para determinar la terminacién N procesado y, por lo tanto, definir el sitio de escision experimentalmente.

5.8.7 Toxicidad potencial de CRM197

Se puede analizar la presencia de toxina activa en CRM197 midiendo la actividad ADP-ribosil transferasa. Ademas,
se pueden usar otras pruebas (citotoxicidad en células HelLa o células Vero in vitro, letalidad en cobayas in vivo,
prueba de toxicidad anormal) para demostrar la no toxicidad de CRM197

5.9 Composiciones

El CRM197, producido de acuerdo con los procedimientos proporcionados en este documento, puede procesarse
adicionalmente para obtener composiciones inmunogénicas o vacunas. Por ejemplo, la proteina se puede conjugar
con un oligosacarido o un polisacarido para producir una composicibn o vacuna inmunogénica. En ciertas
realizaciones especificas, dicha composicién inmunogénica o vacuna tiene propiedades inmunogénicas mejoradas
sobre las composiciones de la técnica anterior. Sin estar limitados por la teoria, los procedimientos proporcionados
en este documento proporcionan una poblacién mas homogénea de proteina CRM197 soluble. Como tal, cualquier
composicion inmunogénica o vacuna es mas efectiva que las composiciones de la técnica anterior.

En ciertas realizaciones, se proporciona en este documento una composicién que comprende CRM197, que se ha
producido de acuerdo con los procedimientos proporcionados en este documento. En ciertas realizaciones mas
especificas, dicha composicién es una composicion farmacéutica. Incluso mas especificamente, dicha composicion
farmacéutica comprende ademas y un portador farmacéuticamente aceptable.

6. Ejemplos
6.1 Ejemplo 1

Se probaron diferentes configuraciones experimentales y se determiné el rendimiento de CRM197 mediante
transferencia Western usando antisuero toxina anti diftérica para la deteccion de CRM197.

Un proveedor comercial (Genescript, Piscataway, NJ) sintetizé un marco de lectura abierto de ADN para la expresion
de CRM197 en una forma optimizada de codén que contiene el péptido sefial N-terminal de la proteina DsbA de E.
coli en lugar del péptido sefial natural, y una etiqueta de hexahistidina C terminal. La secuencia de proteina
resultante es la SEQ ID 5. El marco de lectura abierto para ssDsbA-CRM197-his6 se insert6 en los sitios Ndel y Xbal
de pEC415 (Schulz H, Hennecke H, Thony-Meyer L: Prototype of a heme chaperone essential for cytochrome c
maturation. Science 1998, 281(5380):1197-1200).

A partir de este plasmido, se hicieron diversos mutantes para analizar las diferencias de los rendimientos de
CRM197. Las mutaciones se introdujeron en el sitio esperado de escision del péptido sefial mediante mutagénesis
de cambio rapido segun lo descrito por el fabricante (Stratagene, Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Las
construcciones resultantes se resumen en la Tabla 1.

Los plasmidos mencionados se transformaron en células BL21 y W3110 para realizar experimentos de expresion de
proteinas. Las colonias transformadas se recogieron de una placa LB y se usaron para inocular el cultivo liquido
medio LB, que se cultivaron durante la noche a 37 °C. Los cultivos de alta densidad se diluyeron a una ODggo de
0,05 en medio LB nuevo y se cultivaron mas hasta que la OD alcanz6 un valor de ODggo = 0,5. Luego se agrego
arabinosa para la induccion de la expresion de proteinas recombinantes. Los experimentos iniciales usando algunas
de las construcciones mencionadas se realizaron bajo diversas condiciones.

Sin embargo, no se detectd proteina CRM197 en extractos celulares en comparacion con las células de control que
no expresan proteinas o que expresan EPA (lhssen J, Kowarik M, Dilettoso S, Tanner C, Wacker M, Thony-Meyer L:
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Production of glycoprotein vaccines in E. coli. Microbial cell factories 2010, 9:61). Ni a 30 ni a 37 °C, usando tiempos
de induccioén durante la noche y medio LB suplementado con ampicilina para el mantenimiento del plasmido.

Posteriormente, la expresion se realizé como sigue. Para la expresion, los cultivos de alta densidad de incubaciones
durante la noche se diluyeron en caldo Terrific para una mejor viabilidad celular. Los cultivos se cultivaron hasta la
fase exponencial y se indujeron durante 2 horas y durante la noche, y luego las células se cosecharon y los
extractos celulares se prepararon disolviendo cantidades equivalentes de OD de biomasa en tampdn de muestra
Lammli. Los extractos se separaron mediante SDS PAGE y se transfirieron por electrotransferencia a membranas de
nitrocelulosa para la inmunodeteccion posterior usando antisueros anti DT y anti his tag. Sorprendentemente, se
detectd una sefal de proteina en la movilidad electroforética esperada de CRM197 a aproximadamente 60 kDa
después de 2 horas de induccién. Las construcciones de expresion p932, p934 y p722 condujeron a sefiales
detectables en inmunotransferencias antisuero anti DT y anti his tag. p932 parecia producir la mayoria, p934 menos,
y p722 aun menos sefiales CRM197. Un extracto de control de células que contiene un plasmido de expresion que
carece de una secuencia de péptido sefial mostr6 CRM197 en el intervalo de peso molecular correcto y confirmo la
identidad del material en los otros carriles.

Estos experimentos mostraron que CRM197 se podia expresar, pero no si era soluble o plegado. Como se indica en
la Figura 1, se detecté CRM197 sin un péptido sefial y se esperaba en cuerpos de inclusion citoplasmaticos. Los
rendimientos esperados son desconocidos y solo pueden estimarse en comparacion con la expresion de EPA. En
esta comparacion, CRM197 alcanza rendimientos similares a los de EPA en funcién de las intensidades de sefial
observadas usando la transferencia Western antisuero anti his tag como se ilustra en la Figura 1 (compare los
carriles 4A y 4B con 5A y 5B). El EPA en fermentaciones controladas de biorreactores conduce a hasta 0,5 g/l de
proteina.

El orden de eficiencia para la produccion de CRM197 fue p932> p934> p722. El residuo de metionina codificado en
el sitio de escision del CRM197 expresado a partir de p722 puede interferir con la productividad, y también el residuo
de glicina tiene cierta influencia. Parece, sin embargo, que la formacion de un N terminal de CRM197 con un
aminoacido menos (ADDV...; p932) que el N terminal natural en combinacién con el residuo de serina en la posicion
-2 en relacioén con el sitio de escisidon conduce al contexto de expresion 6ptimo cuando se usa el péptido sefial DsbA.

Sin embargo, fue posible detectar sefiales CRM197 en experimentos de expresion usando diferentes construcciones
de expresion y medio TB.

6.2 Ejemplo 2

Para analizar la solubilidad y el rendimiento global en matraces de agitacion, CRM197 se purifico a partir de cultivos
celulares usando dos construcciones de expresion diferentes. La cepa de expresion fue BL21, los plasmidos de
expresion p932 o p933. Los matraces de agitacion de 5 litros que contenian 1 1 TB suplementado con ampicilina se
inocularon con un cultivo previo al cultivo en LB suplementado con ampicilina y se cultivaron a 30 °C. A una ODggo
de 0,5, se agreg6 arabinosa al 0,2% (p/v) y se permitié la expresion durante 2 (p932) o 4 horas (p933). Las células
se cosecharon luego por centrifugacion, se resuspendieron en tampon para la extraccion del periplasma (sacarosa al
20% plv, TrisrHCI 30 mM pH 8,0, EDTA 1 mM, 1 mg/ml de lisozima, 1 comprimido/80 mL de mezcla inhibidora de
proteasa completa (Roche, Basilea, Suiza)) en una proporcion de 20 OD por ml, se incubd en hielo durante 30
minutos y se centrifugd durante 15 minutos a 8000 rpm y 4 °C. El sobrenadante se traté adicionalmente con DNasa
(Fluka, Balgach, Suiza), se centrifugd a 4 °C, y el sobrenadante se esterilizé por filtracion. El filtrado se preparé para
la purificacion usando cromatografia de afinidad Ni?*. La carga, el lavado y la elucion se realizaron a concentraciones
especificas de imidazol (10, 20, 500 mM). Las fracciones de elucidon se analizaron mediante SDS PAGE vy tincion
azul brillante de Coomassie (Figura 2).

Se detectd una banda principal correspondiente a CRM197 en fracciones de elucidon de la purificaciéon. La
determinacion de proteinas dio como resultado valores de aproximadamente 2 mg de proteina de la construccion
p932, y aproximadamente 4 mg de la construccion p933 por litro de caldo de fermentacion. La secuenciacion N
terminal y MALDI MSMS de las bandas de proteinas extirpadas de este gel SDS PAGE confirmaron la terminacién N
de CRM197 en ambos casos (véase la Tabla 1) y que la proteina es realmente CRM197.

La diferencia entre la proteina expresada de p932 y p933 es la secuencia del péptido sefal y la terminacion N de
CRM197 maduro resultante. p933 produjo la terminacién N de tipo salvaje correcto; aunque la puntuacion Y para la
eficiencia de escision es menor que para p932. En la figura 1, la expresion transmitida por p934 parece ser incluso
menos eficiente y, de acuerdo con lo anterior, la puntuacion Y es menor. De este modo, una combinacion de un alto
valor de puntuacion Y y una posicion de escision del péptido sefial que da como resultado la terminacion N nativo
GADDV parece ser la configuracion optima para la expresion de CRM197 de alto rendimiento en E. coli. El tiempo
de expresion, la temperatura, el medio y la concentracion del inductor pueden influir en el rendimiento, la velocidad y
la eficacia de la escision del péptido sefial y, de acuerdo con lo anterior, en los rendimientos de CRM197.

6.3 Ejemplo 3

Para analizar la productividad de diferentes construcciones en paralelo, se realizaron experimentos de expresion en
matraces de agitacion a pequefia escala, los extractos periplasmicos se prepararon y analizaron mediante SDS
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PAGE para la intensidad de la banda CRM197 mediante tincion de Coomassie (Figura 3) y se cuantificaron (Tabla
2). Las condiciones de expresion detalladas se dan en la leyenda de la Figura 3 y en la Tabla 2.

Los péptidos sefial DsbA, MalE y PelB dieron como resultado los mejores rendimientos en combinacién con
condiciones de expresion optimizadas. Las condiciones de expresion tuvieron una influencia mas fuerte en los
rendimientos que las configuraciones del sitio de escision del péptido sefial. Sin embargo, la importancia de la
secuencia del sitio de escision del péptido sefial se muestra, por ejemplo, por los bajos rendimientos obtenidos con
el plasmido de expresion p722 (a 25 °C). Aunque p722 codifica la sefial DsbA, el rendimiento es bajo en
comparacioén con otras secuencias (codificadas, por ejemplo, en p932, p933, p934 o p936). Las configuraciones del
sitio de escisidn del péptido de sefial se pueden clasificar de acuerdo con sus eficiencias de rendimiento: ASA-ADD
y AMA-GADD parecen mejores que ASA-GADD, y AMG-ADD es el sitio menos eficiente. Las puntuaciones Y no se
correlacionan con los niveles de expresion.

Todas las construcciones probadas que contienen la sefal de PelB dieron como resultado altos rendimientos a una
temperatura de expresién de 30 °C. Las diferencias en la secuencia del sitio de escisién del péptido sefal no
influyeron drasticamente en los rendimientos. Sin embargo, las diferencias en la secuencia del sitio de escision del
péptido sefial fueron pequefas en este conjunto de construcciones.
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7. Secuencias

SEQ ID 1: p93%

GTCGAGCTAGTAARAGCATTTTARRTARGGAGCAATARCACATATGAARMAGATTTGGCT
GECGCTGECTGET T TAGT T TTAGCGTTTAGCGCCAGDGUCGCAGATGACGTTGTTGACAG
CRGCARATCCTTCGTTATGGAARACTTCTCCTCTTATCACGGCACCARRCCGGECTATGET
GGACAGCATTCAGRARGGETATCCARRARCCGRAATCTGLCACGCAGGETAACTACGATGA
CGATTGGARRGRATTCTACAGCACCGACAACARAATATGATGUGLCCGETTACTCAGTTGA
CRACGAARRTCCGCTGTCGGGCARRGCCGGUGETGTEET TARAGTCACGTATCCGGGCCT
GACCAAAGTCCTGELCCTGARAGTGGATAATGCAGAARCCATCAARRAAGAACTGGETCT
GAGCCTGACGGAACCGCTGATGEARCAGGETTGECACCGAAGAAT TTAT CAAACGCTTCG:
CGATGGETGCCAGTCGTETCGTGUTETCCOTGCCGTTCGCAGARGGTAGCTCTAGTGTCGA
ATATATTARCARTTGGGAACAAGCGRARGCCCTGTCCGTGGARCTGCARATCARCTTTGA
BACCCGUGECARACCTGETCAGGATGCCATETAT GAATACATGECACARGCTTECGCGES
TAATCGCGTTCETCGCAGCGTCGGCTCCTCACTGTCTTGTATCAACCTGGACTEGGATGET
TATCCGTGATARARACCARAMCGAARATCGARACTCTGARAGARCACGGCCCEATCAARRLR
CARAATGAGCGAATCTCOGAATARLACGETET CCGAAGAALALGCTALACAGTATCTGEA
AGARATTCCACCARRCCGCACTGGARCATCCGGAACTETCAGARC TGARRACCGTCACGGG
TARCCARCCCGETGTTTGCCGGCECARATTACGCAGCTTGGGCTGTGAACGTTGCGCALGT
GATTGACTCCGARACGGCCGATAATCTCGARRARACCACGGCGGECCCTGAGTATTCTGCC
GEGCATCGETTCCETGATGEGETATTGCCGATGECGCAGT TCATCACARCACCEAAGARAT
TG CCAGTCTAT CGCACTGTCGAGCCTGATGGTT GO TCARGCGATTCCGCTGETTGE
CGRACTGGTTGATATCGGCTTTGCAGCTTACAACTTCGT GGARAGTATCATCARCCTGTT
TCAGGTTGTCCATAACTCATATAATCGCCCGGCCTACTCGCCGEETCACARAACCCARCC
GTTCCTGCATGAC GG TACGCGETTAGCTGGAAT ACGGT CGAAGATTCTATTATCCGTAC
COGCTTTCAGGETCGAATC TGGCCACGACATTARARATCACGGCTGARRACACCCCGCTGCC
GATT GGG TGTTCTGC T GCCGACCATCCCGGETARACTGGATG TGAATAAATCAAARALC
CCATATCTCGGETTRAC GG TCGCAARATTCGTATGOGUTGCCGTGOGATCGACGECGATET
GACCTTCTGTCGTCCGRAAAGCCCGETCTATG TGGECAACGGTGTTCATGCTARTCTGCA
CoTCGCGTTTCATCGOTCTAGTTCCGARAARATC CACAGTARCGARRTCTCATCGGACTC
CATTGGTGTCCTGEECTACCAGARARACGGTEGGAT CATACCARACTTAATAGCARACTGTC
ACTGTTCTTCGAAATCARATCAGGC TCCCATCATCATCATCACCACTAATC TAGAGGATC
CCCGEGETACCGAGCTCEGAATTC T TGAAGACGAAAGESCCTCGTCGATACGCCTATTTTTAT
AGGTTAATCTCATGATAATAATGETTTCTTAGACGTCAGGTGECACTTTTCGEEGRAATSG
TECGCGGARCCCCTATTTGTTTATTTTTC TARATACATT CARATATGTATCCGCTCATGA
GACARTAACCCTGATARATGCTTCAATAATATTGARAARAGGAACGAGTATGAGTATTCAAC
ATTTCCGTCTCEGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTT TTECTCACT
CAGARACGCTGETCAAAGTAAAAGATGCTGAACATCAGT TGEETGCACGAGTGEETTACA
TOGAACTGGATCTCAACAGCGETAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGARACGTTTTC
CRAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGT GGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCG
GoECAAGAGCAACTCGG TG CGCATACAC TATTC TCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCAC
CAGTCACAGARAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTARGAGRATTATGCAGTGCTGCCA
TAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCRACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGS
AGCTAAC T T T I I TG CACAACATCGEGEGAT CATGTAACT CGUC T TGATCETTGEEAAC
CGEGAGCTGAATGARGCCATACCARRCGRACGAGCGTGACACCACGATGUCTGCAGCART GG
CARCARACGT TGCGCARAC TATTAAC TGO GAACTACTTACTCTAGC TTCCCGECARCART
TAATAGACTGGATGGAGGCGGATARRGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGS
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CTGECTEETTTATTGCTGATAAATCTCCAGCCGETGAGCCTGGETCTCECEETATCATTS
CAGCACTGGGGCCAGATGETAAGCCCTCCCGTAT CGTAGTTATC TACACGACGGGGAGTS
AGGCAACTATGGATGAACGAARTAGACAGATCCGC TGAGATAGET GCCTCACTGATTAAGT
ATTGGTAACTGTCAGACCALMGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTALAACTTCATT
TTTAATTTAARAGGATCTAGGTGARGATCCTTTT TGATAATCTCATGACCARAATCCCTT
AACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGRARAGAT CARAGGATCTTCTT
GAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGC TGCTT GCAAACARARAARCCACCGCTACCAG
CEETEETTTGTTTGCCGGATCARAGAGC TACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCA
GCAGAGCGCAGATACCARATACTGTCCTTCTAGT GTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCA
AGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTG
CCAGTGGCGATARGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCARGACGATAGTTACCGGATAAGSG
CGCAGCGETCEGECTGAACGEEEGGTTCGTGCACACAGCCCAGC TT GGAGCGAACGACCT
ACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGARGGGA
GARAGGUGGEACAGG TATCOGETAAGCGGCAGGET CEGARCAGGAGAGCGCACGAGGGAGT
TTCCAGGEEGRARCGCCTGETATCTTTATAGTCOTGTCGEGTTT CGCCACCTCTGACTTG
AGCGTCGATTTTTGTGATGCTCETCAGGGGEECECAGCCTATGCAARARCCCCAGCAACG
CeGCCTTTTTACGETTCCTGECCTTTTGC TGECCTTTTGCTCACATETTCTTTCCTGCGET
TATCCCCTEATTCTGTGGATAACCETATTACCECCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTEGEC
GUAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGT CAGTGAGCGAGEAAGC GEAAGAGCGCCTGATGE
GGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGETATTTCACACCGCATGETGCACTCTCAGTACA
ATCTGCTCTGATGCCGCATACTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCCCTACGTGACTGES
TCATGECTECECCCCCACACCCECCAACACCCECTGACGCGCCCTGACCEECTTGTCTGE
TCCCEECATCCGCTTACAGACAAGCTETGACCET CTCCGEGAGC TGCATETETCAGAGET
TTTCACCGTCAT CACCEAALCGCGCGAGGCAGETGEGGTALAGC TCATCAGCGTGGTCET
GAAGCGATTCACAGATGTC TGO CTGTTCAT OGO GTCCAGC TG TTGAGTTTCTCCAGRR
GCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAARAGCGGGCCATGTTARGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGG
TCACTGATGCCTCCGTGTAAGGCGGATTTCTGTTCATGGCGCTAATGATACCGATGARRD
GAGACGAGCATCCTCACGATACGEGTTACTGATGATGAACATCCCCGETTACTGGARCETT
GTGAGGCTAAACAACTGGCGETATCCATGCGECGEGACCAGAGAARAATCACTCAGGETC
AATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGTGT TCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTG
CEATGCAGATCCGGARACATAATGGTGCAGGGCGCTGACT TCCGCETTTCCAGACTTTACG
ARACACGEARAC CCARGACCATTCATGTTGTTGC TCAGGTCOCAGACGTTT TGCAGCAGE
AGTCGCTTCACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCT
GCCAGCCTAGCCGEGTCCTCARCGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCETGECCAGGACT
CAACGCTECCOGAGCETCAACGECGUCAGATACAGCARACGEC T GCEGEEEAAATACGCG
GTTAARCGATCGACTGLCGUTTTGCCGUTGUGLCACAGUCGCCAGCATAGCCAGLCTCOCG
ACCCACAGCAGCARACGCCGTCGCCAGCAGCAGCCATTTGAAATC TCCGCTCTGCATATCG
GAAGGAATATCGATTGCCGCTCCCGCCAGRATGUCCGGCAGGARATAARACGGCGGCCAC
AGCAAACAGCCAATCAAGTTCGECCCAATAAATT TCGCCACGGGAAGATCCAGCATCCCT
GUCACCATCGGCACCAGCGGCCTCGTCEGACCGACAARACGTCCGACCAGGATCGTGAAC
ATACTGTGCTGATGCAGCGCETETTCGGETTTTAT CCAGCAGCGACTTGTTCTTTTTCATA
AARGACCAGCGGTGTAGCGGCTTTTTAAAGCGCCACCCCAGCCAGAACGARRTCCAGTCG
CCCATCAGACAGCCGATAATACCCACCAGCCAGGCATGCCARARATTGAGCTCGCCGCTG
CCEATAAGCGCGCCCAGCCCCGCCATCAGTACCGTGCCGGGTARAATCARCCCCACCAGT
GCCAGCGATTCCAGGAAGGCGACCAGCAACACGGCGATCAGCGAATACAGAGTGGATTGS
GTGATARAGTGTTCCAGCAGTGCTTGCATAGTGTGTCCGTCAGCGTGATGAAGCAGGGAT
TCTGCTTACCCCGTCCCCCTTCETCAAGC CGTCAATTAT CCGARTAGTTACGGCTTATGA
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CATCTTTGTGGACACATCATTCACTTTTTATTCACATCCGGCCCTGARCTCGCTAGGACT
TECCCCGETGCATTTTTTAAATACCCGCGARAARRTACASCTCATCGTCARATCCARCATT
GLGCCCARACGETCGCTATCGECATTCGCGTAGTGCTARAGCAGAACTTTCGCETGECTGAT
ACGCTGATCTTCGCGCCAGC TCAATACGCTAATGCC TAACTGC TGGUGLAACAGATGTGA
TAACCGEEAGGECGACAGGCAGRCATGCTGEHCGACGCT GGCGATATCARARTGGOTGTC
CGCCAGATGGTCGCTCATATACTGGCAGGCATCGUGCACACGECTATCCATCGGLGGEETG
CAACCGACTCATTARATTACCGCCATACGTCTCGACGCAACAACTCCTCCAGCAGATTGATCGC
CAGTAGCTCAGAATAGCGACCTTCCCC T TGCCCGRCGCT GATGATCTGCCCGAACAGTTC
GCTGARATGCGGUTGECLGLGLCTCGTCCGLEUGGARAAMATCCTGTCTGEGECAAAGATTET
CEGCCAGGTCAGUCACTCCTGCCAGTAGGUGCGAGGCCGGARATARMCCCACTGETGATA
CCACTCGOTGGCGTCCGGATGCCGTCCATAGTGATGAAT CTCGCCCGEUGGAAACARTAR
TATATCGCCAGGCCGACAGACARACTGCTCCGCCATTATTATTAATGACGCCCTCTCCGEG
GATCGTCAGGTTAAGAATATATCCCTTCATCCCCARCGGACCGATCCGATARARAAATCCAG
ATATCCATTCGUTTCAATTGLCGTCAGCCCGGCGACCAGATGGGCATTAARATGARTATCC
CEGCAATAGCGEATCATTT T GT T TCAGCCATGAT T TC T TACCCCCCGATGTTCAGAG
ARGARACARATTGTCCATAT CGACCAGGACGACAGAGCTTCCGTCTCCGCAAGRCTTTGE
GCTTGATGARAGCACGTATCARCCCCGCTTGTGARRAGCGCTTTGTAACARRAGCGTACA
GTTCAGGCGATARRATTAAGTAACAGARGTGTCTATAACTATGGCTEGGAATGTCCACATT
GAATATTTGCACAGCGTCACACTTTGCARAGCATTAGCATTTTTGTCCATAAGATTAGCS
GATCCTGCCTGACGGTTTTTGCCGCGACTCTCTACTGTTTCTCCATACCTGTTTTTCT GG
ATGGAGTAAGACGATGGCAATTCCAAT TGGCCTCGATTT TGECAGTGATTCAGTGCGCEGT
TCTGGCAGTGGACTGCGCCACCOECGACGAGATCGCCACCAGCGTAGAGTGETATCCGCG
CTGECARGAAGGCCGTTATTGCGACGGCCCGARCARCCAGTTCCEGTCATCATCCGCGCGA
CTACATGEAGTCAATGEAGGCCGCGCT GAAAGCCOTTCTGGCACAATTARGEGCCGCGEA
ACGCGCARATGTCGTTGGCATTEGGCGT TGACAGCACCEGCTCTACGECAGCGCCGATTGA
CECCGACGETAACGTCCTGGCGOTGCGTCCAGAGTTCGCCGAGAACCCGAATGOGATGTT
TETGCTGTGGAARGATCACACCGOCGT GGAAGAGGLCGACGRARRATCACTCGTCTGTGCCA
TAAGCCAGGCAAG

SEQ ID 2: p9%33

GTCGAGCTAGTAARRAGCATTTTARAATARGGAGCAATAACACATATGARAARGATTTGGCT
GECGCTGLECTGETTTAGT TTTAGCGTTTAGCGLCATGEC AGGLCGCAGATGACGTTGTTGA
CAGUAGCARATCCTTCGTTATGGARRACTTCTCCTCTTATCACGGCACCARRCCGGGUTA
TETGGACAGCATTCAGRAAGCTATCCARAARCCGARATCTGGCACGCAGGLETARCTACGA
TGACGATTCCARAGRATTCTACAGCACCGACARACARATATGATGCGECCGGTTACTCAGT
TEACAACGAARATCCGCTEGTCGGECAARGCCGECEETETGETTAAACST CACGTATCCGES
CCTGACCAAMGTCCTGECCCTGARAGTGGATAATGCAGAAACCATCARALARAGALCTGGG
TOTGAGCCTGACGERAACCGCTGATGGALCAGGTTGGCACCGAAGAATTTAT CARACGCTT
CoGCEATGETGCCAGTCETGTCGTGCTETCCCTGCCETT CGCAGARAGGTAGCTCTAGTET
CEAATATATTAACAATTGEGARCARGCGAAAGCCCTETCCETGGAACTGGAAATCAACTT
TEAAACCCGEGECAAACGTGETCAGGATGCGATGTATGAATACATGGCACAAGCTTGCGC
GGEGETAATCGCGTTCGTCGCAGCGTCGGUTCCTCACTETCTTGTATCARCCT GGACTGGGA
TETTATCCGTGATARARCCARRACGAARATCGAAAGTCTGARAGAACACGGCCCGATCAR
ARACRAAAT CAGCCGAATC TCCGARATAARACGGTGTCCCGAAGARARARCCTARACAGTATCT
GGAAGAATTCCACCAARCCGCACTGCARCATCCGGAACT CTCAGAACTGARAACCGETCAC
GGEGTACCAACCCGETGTTTGCCGGCGOAAATTACGCAGC TTGEGCTETGAACGTTGCGEA
AGTGATTGACTCGGAARCGGCCGATAATCTGGAARRAACCACGGCGECCCTGAGTATTCT
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GUCEEECATCGGTTCCGTGATGGLTAT TGCCGAT GECGCAGTTCATCACAACACCGAAGA
ARTTGTCGCCCASTCTATCGCACT G TCEGAGCCTGATGETTGCTCAAGCGATTCCGCTGET
TEECGAACTGETTGATATCGECTTTGCAGCTTACARCTTCETGCAAAGTATCATCARACCT
GTTTCAGG T TG TCCATAARCTCATATAATCGCCCGGCCTACTCGUCGEETCACAARRCCCA
ACCGTTCOTGCATGACGGU TACGOGETTAGCTGGAATACGETCGAAGATTUTATTATCCG
TACCGGECTTTCAGGGTGAATCTGGCCACGACATTARAAT CACGGCTGAARARCACCCCGCT
GLCGATTGCCGGTGTTCTGCTGCCGACCATCCCGEETAARCTGGATCTCGAATAARTCAAR
ARCCCATATCTCGETTAACGETCGCARRATTCGTATGCGCTGCCETGCGATCGACGGECGA
TETGACCTTCTGTCGTCOGAAARGCCCGGTCTATGTGEGCAACGETETTCATGCTAATCT
GCACGTCGCGTTTCATCGC TCTAGTTCCGARRRARATCCACAGTARCGRAAATCTCATCGEA
CTCCATTGGTGTGCTGEGCTACCAGAARACGETGGATCATACCARAGTTAATAGCARACT
GTCACTGTTCTTCGARATCARATCAGGCTCGCATCATCATCATCACCACTAATCTAGAGG
ATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCTTGAAGACGARAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTT
TATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGRACGTCAGGTEGCACTTTTCGGEGEAR
ATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTARATACATTCARATATGTATCCGCTCA
TEAGACAATAARCCCTGATAARTCCTTCAATAATATTGAARARGGRAGAGTATGAGTATTC
AARCATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTC
ACCCAGAARCGCTGGTGAAAGTAAARGATGCTGAAGATCAGTTGEGTGCACGAGTGGETT
ACATCGARCTGGATCTCAACAGCGGTARGATCCT TGAGAGTTTTCGECCCGARAGARACETT
TTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTC TGO TATGTGGCGUGETATTATCCCETGTTGACG
CCGEECAAGAGCARCTCGETCGCCGCATACACTATTCTCAGRAATGACTTGETTGAGTACT
CACCAGTCACAGARARGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGARTTATGCAGTGCTG
CCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGECAACTTACTTCTGACARCEATCGEAGGACCGA
AGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGEGEATCATGTAACTCGOCTTGATCGTTGEG
ARCCGGEAGCTGARTGAAGCCATACCARRCGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCLA
TGEGCARCARCGTTGCGCARACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCART
AATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATARAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTC
CEGCTGECTGETTTATTGCTEATAARTCTGEAGCCEGTCAGCETEEETCTCECGETATCA
TTGCAGCACTGGGGCCAGATCGTAACGCCCTCCCGTATCGTAGTTAT CTACACGACGGEEA
GTCAGGCAACTATGGATGARACGARATAGACAGAT CGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTA
AGCATTGGETAACTGTCAGACCARGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTARARCTTC
ATTTTTAATTTARRACGATCTAGGTCGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCARRATCC
CTTARACCTCGASTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAARACATCARRCEATCTT
CTTEAGATCCTTTTTTTCTGCGEGTAATCTCCTGCTTGCARACARARMARCCACCGETAC
CAGCEETGETTTGTTTGCCGEATCAAGAGC TACCARCTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGET
TCAGCAGAGCGCAGATACCARATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACT
TCARGARCTCTGTAGCACCGCCTACATRCCTCGUTCTGCTARTCCTGTTRACCAGTGGECTG
CTGCCAGTGGCGATARGTCGTGTCTTACCGEETTGEACTCARGACGATAGTTACCGGATA
AGGCECAGCGETCEGECTEARACEGEEGETTCETGCACACAGCCCAGETTGGAGCGAACGA
CCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAARGCGCCACGCTTCCCGALG
GGAGARRGGCGGACAGGTATCCGGTARGCGECAGGETCGGAACAGGAGAGCGCACGRGGE
AGCTTCCAGGGGGAARCGCCTGETATCTTTATAGTCCTGTCGEGTTTCGCCACCTCTGAL
TTGACGCCETCGATTTTTGTGATGCTCCTCAGEGEGECGEAGCCTATCGCAARARCCGCCAGCA
ACGCEGCCTTTTTACCGETTCCTEGCCTTTTECTGECCTTTTGCTCACATETTCTTTCCTG
CETTATCCCCTGATTCTGTGEATAACCETATTACCGCCTTTEAGTGAGCTGATACCECTC
GLOGCAGCCGARCGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGARAGCGGARGAGCGCCTGA
TGCGGETATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTAT TTCACACCGCATGGTGCACTCTCAGT
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ACARATCTGCTCTGATGCCGCATAGT TARGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACT
GEETCATGECTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTEACGGECTTGTC
TECTCCOGECATCCGCTTACAGACAAGCTGTEACCETCTCCGGEAGCTECATETETCAGA
GETTTTCACCGTCATCACCGAARCGCGCGAGGCAGCTGUGGTARAGCTCATCAGCGTGET
CGETGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGUGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCA
GARGCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAARGCGGGUCATETTARGGGCGETTTTTTCCTGTT
TEETCACTGATGCCTCCGTGTARAGGEECATTTCTGTTCATGEGECTAATCGATACCGATEA
AACGAGAGAGGATGC TCACGATACGGETTACTGATGATGAACATGCCCEETTACTGEARC
GITGETGAGGETARACAACTGGCGETATCGATGCGGLGEEACCAGAGAAAMATCACTCAGS
GTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATC
CTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGETGCAGGGCGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTT
ACGAAACACGEARACCGAAGACCATTCATGTTGTTGCTCAGETCGCAGACGTTTTGCAGT
AGCACGTCGCTTCACGTTCGCTCECGTATCGETCATTCAT TCTGCTAACCAGTARGGCARC
oG CAGCCTAGC GGG TCCTCARACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCOCGTEGOCAGG
ACCCAACGCTGCCCGAGCGTCARCGGCGCCAGAT ACAGCAARCGGCTGCGGGGGALATAC
GCGETTARACCATCGACTGCCGCTTTGCCGC TGO GCCACAGCCGCCAGCATAGCCAGCCT
CCGACCCACAGCAGCAACGCCGTCGCCAGCAGCAGCCATTTCARATCTCCGCTCTGCATA
TCGCAACGGAATATCGATTGCCGCTCCCCCCAGAATGCCCOGCACCARATAARACGGCGEE
CACAGCARACAGCCAATCARCTTCGGCCCAATARATTTCGCCACGGEARGATCCAGCATC
COTGCCACCATCGGECACCAGCGGLCTCGTCGLACCGACARAACGTCCGACCAGGATCGTG
AACATACTETCCTCGATGCAGCGCGTETTCGETTTTATCCAGCAGCGACTTETTCTTTTTC
ATAAAACACCAGCGGTGTAGCGECTTTTTAAAGCCGCCACCCCACCCAGARACCARATOCAG
TCGCCCATCAGACAGCCCATAATACCCACCAGCCAGECATGCCAAARATTGAGCTCGCCG
CTrECOGATARGCGCGCCCAGOCCCGCCATCAGTACCGTGCCGGGTAAAATCAACCCIACT
AGCGCCAGCGATTCCAGGAAGGLGRACCAGCAACACGGCGATGAGCGAATACAGAGTGGAT
TGGETGATARAGTGTTCCAGCAGTGCTTGCATAGTGTGTCCGTCAGCGTGATGARGCAGSG
GATTCTGCTTACCCCGTCCCCOTTCGTCAAGCCGTCAAT TATCCGAATAGT TACGGCTTA
TCACATCTTTGTGCACACATCATTCACTTTTTAT TCACATCCGGCCCTGAACTCGCTAGS
ACTTGCCCCGETGCATTTTTTARAATACCCGCGAARRATACGACGCTGATCETCAARTCCARSC
ATTGECGUCCARCGETCGCTATCGECAT TCGCGTAGTGUTAAGCAGRAGTTTCGLCTGGCT
GATACGLTGATC T TG CAGCTCAATACGO TAATGCCTAAC TGO TGEUGEAACAGATG
TGATAACCGGGEAGGGCEACAGGCAGACATGCTGLGEGACGCTGECGATATCAARATGGET
GTCCGCCAGATGGTCGCTGATATACTSECAGGCATCGCGCACACGGCTATCCATCGGCGES
GTGCAACGACTCATTAATTACCGCCATACGTCTGAGCAACARCTGC TCCAGCAGATTGAT
CECCAGTAGCTCAGAATAGCGACCTTCCCCTTGCCCGECECTGATGATC TGCCCGARCAG
TTCGCTGRAAATGOGGCTGGCGUGCCTCETCCGGGOCGGRARARTCCTGTCTGGGCARAGRT
TGETCGEGECCAGGTCAGCCACTCCTGCCAGTAGGCGCGAGGCCGGRAATARARCCCACTGGTG
ATACCACTCGCTGGCGTCCGGATGCCGTCCATAGTGATGAATCTCGCCCGGCGEARRCAR
TAATATATCGCCAGGCCGACAGACAAACTGCTCGCCATTATTAT TAATGACGCCCTCTCC
GLGGATGGETCAGGTTAAGAATATATCCCTTCATGCCCAACGGACGATCGAT ARAALRLTC
CAGATATCCATTCGCTTCAATTGGCGTCAGCCCGGUGACCAGATGGGCATTAALTGAATA
TCCCGECAATAGCGGATCATTTTGCGTTTCAGCCATGATTTCTCTACCCCCCGATGTTCA
GAGAAGAMACAAATTGTCCATATCGACCAGGACGACAGAGCTTCCGTCTCCGCAAGACTT
TGCGCTTGATGAAAGCACGTATCAACCCCGCTTGTGARARGCGCTTTGTAACARRAGCET
ACAGTTCAGGCGATAAAATTAACGTAACAGAAGTGTCTATAACTATGLC TGGAATGTCCAC
ATTGAATATTTGCACAGCGTCACACTTTGCARRGCATTAGCATTTTTGTCCATARGATTA
GCGGATCCTGCCTGACGGTTTTTGCCGCGACTCTCTACTGTTTCTCCATACCTGTTTTTC
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TEEATGGAGTAAGACGATGECARATTGCAATTGGCCTCGATTTTGGCAGTGATTCAGTECS
CECTCTGECAGTGGACTGCEGCCACCGECEACGAGATCGCCACCAGCGTAGAGTGGETATCC
GOGCTEGECAAGARGGCCETTATTGCGACGECCCGAACARCCAGTTCCGTCATCATCCGCG
CGACTACATGGAGTCARTGEAGGCCGOGCTGARAGCCGTTCTGGCACRATTARGCGCCGT
GCARCGCGCARATGTCGTTGGCATTGGCGTTGACAGCACCGGUTCTACGCCAGCGCCGAT
TEACGCCGACGETARCGTCCTEGGCGCTGCGTCCAGAGTTCGCCGAGRRACCCGAATGCGAT
GTTTGTGCTGTGGARAGATCACACCGCCGTGERAGAGGCCGACGAMRATCACTCGTOTGETG
CCATAAGCCAGGCARG

SEQ ID 3: Péptido de sefial que contiene la secuencia de aminoacidos de Crm197 expresada a partir de p932

MEEIWLALAGLVLAFSASAADDVVDSSKSFVMENFSSYHCTEPGYVDS IQEGIOEPESGT
OGNYDDDWEEFY STDNEY DAAGY SVDNENPLECKAGCVVEVTYPCLTEVLALEVDNAETT
KEKELGLELTEPLMEQVETEEFIKRFGDGASRVVLELPFARGESEVEY INNWEQAKALSVE
LEINFETRGREGODAMYEY MAQAC ACGNEVERSVGESLEC INLDWDVIRDETETE IES LEE
HGPIENEMEESPHETVSEERAKY LEEFHOTALEHPELS ELETYV TGTHEPVEAGAN Y ARWA
VHVAQVIDEETADNLERKTTAALSILPG IGSVMGI ADGAVHHNTEEIVAQSTALS SLMVAD
ATPLVGELVDIGFARYNEVESTIINLFOVVHN SYNRPAYSPCGHETOPFLHDSY AV SWHTVE
DEIIRTGFQGESGHDIKITAENTPLP IAGVLLPT IPGELDVNESKTHISVHNGEE IRMRCR
Al DGDNTFCREESPVYVGNGVHANLHVAFHRSSSERTHSNE LSS DS IGVLGY QETVDHTE
VHSELSLFFEIESGSHHHHHH

SEQ ID 4: Péptido de sefial que contiene la secuencia de aminoacidos de Crm197 expresada a partir de p933

MEEIWLALAGLVLAFSAMAGADDYVVDSSESFVMENFSSYHETEPGY VDS IQKGIQEPESG
TOGNYDDDWEEFYSTONEY DAAGY SVDNENPLSGEAGGYVEVTY PGLTEVLALEVDNAET
IEKELGLSLTEPLMEQVGTEEF IKRFGDEASRYVLELEPFARGESSVEY INNWEQARALSY
ELEINFETRGERGODAMYEYMAOAC AGNRVERREVGESLSCINLDWDVIREDETETEIESLE
EHGPIENEMSESPNETVSEERAKOY LEEFHOTALEHPELSELETVTGTHPVEAGANYAARW
AVNVAOVIDSETADNLEETTAATLSILPGIGEVHMGIADGAVHHNTEETVADQSTALSSLMVA
OATPLVGELVDIGEFAAYNFVESIINLEOVWVHNSYNRPAY SPGHETOPFLHDGY AV SWNTV
EDSIIRTGEQGESGHDIKITAENTPLEIAGYLLEPT IPGELDVNESETHISVNGEEIRMREC
RAIDGDYWTECRPE S PV VGNGVHAN LHVAFHRSSSERIHSNEISSDE TGV LGYQETVDHT
EVNSELSLEFEIESGSHHHHEH

SEQ ID 5: secuencia de proteina traducida de p722

MERIWLALAGLVLAFSAMGADDYVVDE SRS FVMENESSYHGTRPGY VDS IQRGIQRPRSGT
QENY DDDWEEFY STDNKY DARGY SVDNENPLSGEAGGYVVEVTYPGLTEVLALEVINAET I
FEELGLSLTEPLMEOQVGTEEF IERFPGDGASEVYLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVE
LEINFETRGERGODAMYEYMAQACAGHNEVERSVGSSLESCINLDWDVIRDETETEIESLEE
HGPIKNKEMSESPNETVSEERAK Y LEEFHQTALEHPELSELETYV TGTNEVFAGANY AAWA
VHVAOVIDEETADNLERKTTAALS ILPGIGSVMGIADGAVHHNTEEIVAQSIALSSLMVAQ
ATPLVGELVDICFAAYNEVESIINLEOVVHNSYNEPAY SPCGHETOPFLHDGYAVEWHNTVE
DEIIRTGRGESGHDIKITAENTPLEIAGVLLETIPGELDVNESETHISVHNGREIEMECR

ATDGDYVTEFCRPESPVYVGHGVHANLEVAFHRESSEKTHSNEISSDSIGVLGYQETVDHTE
VHNSKELSLFFEIKSGSHHEHEHEH

SEQ ID 6: CRM197 madura y secretada
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GADDVWDSEESFVMENFSSYHGTEPGY VDS IQEG IQEPESCTOGN Y DDDWEEEY STDNEY DALG
FEVINENPLSGRAGGVVEVT Y FGLTEVLALEYVDNARTIRKELGLS LTEPLMECWVGTEEF IKRFG
DEASEVVLELPFAEGSSSVEY INNWEQARALSVELE INFETRGERGODAMYEYMAQACAGNREVE
BEVGESLECINLDWDVIRDETETE IESLEEHGPIENEMEESPNETVSEEKAK Y LEEFHOTALE
HEPELEELETVTGTHNEVEAGANY AAWAVNVAOYV IDSEETADNLEETTAALS ILPGIGEVMGIADGA
VHHHNTEEIVAQS TALSSLMVAGATIPFLVGELVDIGFARYNFVES T INLEQVVHNSYNEPAY SPGH
EToPFFLHDGY AVSWHNTVEDS I IRTGFOGESGHDIKITAENTPLP IAGVLLPT IFPGELDVHESET
HISVHGREIBMRCRAIDGDVTEFCRPESPVYVGNGVHANLHVAFHRSSSEKIHSHETISSDSTGVL
GYOQRTVDHTEVHNSELELEFFEIRE

Listado de secuencias

<110> GlycoVaxyn AG Eidgenossische Materialprufungs-und Forschungsanstalt

<120> PROCEDIMIENTOS Y COMPOSICIONES RELACIONADAS CON CRM197

<130> 103399PC

<140> para ser asignado

<141>

<150> 61/746,366

<151> 2012-12-27

<160> 6

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 7093

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plasmido de expresion p932

<400> 1
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gtcgagotag
ggcgctgact
cdagcaaatcc
ggacagcatt
cgattggaaa
caacgaaaat
gaccaaagtc
gagcctgacy
cgatggtgcc
atatattaac
aacccgoggce
taatcgogtt
tatccgtgat
caaaatgagc
agaattocac
taccaacccy
gattgactcy
gggcatcggt
tgtcgcccag

cgaactggtt

taaaagcatt
ggtttagtet
ttocgttatgg
cagaaaggta
gaattctaca
cocgotgtogg
crggcccrga
gaaccgctga
agtcgtgtcg
aatrrgggaac
aaacgtggtc
cgtcgcageg
aaaaccaaaa
gaatctccga
caaaccgcac
grgrrtgocy
gaaacggccy
tccgtgatgg
tctatcgoac

gatatcggct
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ttaaataaqgg
tagcgtttag
adaacttctc
LCcaaaaacc
graccgacaa
gedaagocag
aagtggataa
tggaacaggt
tgctgtocct
aagcgaaageo
aggatgcgat
tocggotocte
cgaaaatcga
ataaaacggt
tggaacatcc
gogcaaatta
ataatctgga
gtattgccga
tgtcgagoct

ttgcagctta

aggaataaca
Cgocagogcc
ctcttatcac
gaaatctggeo
Caaatatgat
cggtgtggtt
tgcagaaacc
tggcaccgaa
gcocgttogea
CCtgtocgty
gtatgaatac
actgtettat
aagtctgaaa
gtccgaagaa
ggaactgtca
cgcagottgy
ddadddaccacy
tggcgcagtt
gatggrttgct

caacttcgtg

24

catatgaaaa
gcagatgacg
ggraccaaac
acgcagggta
gcggecggrt
daagtcacgt
atcaaaaaag
gaatttatca
gaaggraget
gaactggaaa
atggcacaag
atcaacctgg
gaacacggcc
aaagctaaac
gaactgaaaa
gctgtgaacg
gcggcoctga
catcacaaca
caagcgattc

gaaagtatca

agatttggct
ttgttgacag
cgggctatgt
actacgatga
actcagttga
atccgggoct
aactgggtct
aacgcttcgg
ctagtgtcga
tcaactttga
cttgcgcgyy
actgggatgt
cgatcaaaaa
agtatctgga
ccgtcacggg
trtgcgcaagt
gtattctgcc
ccgaagaaat
cgcrggrtgg
tcaacctgtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
9560

1020
1080
1140
1200



tcaggttgtc
gttcctgoat
cggctttcag
gattgoccggt
ccatarctog
gaccttctgt
cgtcgogttt
cattgotgtg
actgttctec
cocogootace
aggttaatgt
tgogoggaac
gacaataacc
atttccgtgt
cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagea
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccgc
cggagetgaa
caacaacgtt
taatagactqg
ctggctggtt
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gragagogea

agaactctgt

cataactcat
gacggctacg
ggtgaatctg
gttctgotgo
gttaacggtc
cgtccgaaaa
catcgoctcta
ctgggotaco
gaaatcaaat
gagctogaat
catgataata
ccctatttgt
ctgataaaty
cgoccttatt
ggtgaaagta
LctCaacaqc
cacttttaaa
actcggtoge
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgcac
tgaagecata
gcgeaaacta
gatggagacy
tattgctgat
gccagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttocgttccac
ttttctgoge
tttgccggat
gataccaaat

agcaccgoct
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ataatcgoco
cggrtagotg
gccacgacat
cgaccatcoc
gcaaaattcg
gccocggtota
gttccgaaaa
agaaaacggt
caggctogoa
tcttgaagac
atggtttctt
tratttctct
CttCcaataat
cCcchtttttg
aaagatgotyg
ggtaagatcc
gttctgctat
cgcatacact
acggatggea
goggeocaact
aacatgaggg
cCaaacgacy
ttaactggeg
gataaagttyg
aaatctggag
aagcoctooc
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagogtcag
gtaatctgct
caagagctac
actgtocctto

acatacctcg

ggcctactcg
gaatacggtc
taaaatcacg
gggtaaactg
tatgcgotgo
tgtgggcaac
aatccacagtr
ggatcatacc
tcatcatcat
gaaagggect
agacgtcagg
aaatacattc
attgaaaaag
cggcattttg
aagatcagrt
ttgagagttt
gtggcgcogt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgageg
gtatcgtagt
tcgotgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gottgcaaac
caactctttt
tagtgtagcce

ctotgotaat
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ccgggtcaca
gaagattcta
gctgaaaaca
gatgtgaata
cgtgcgatcg
ggtgttcatg
aacgaaatct
aaagttaata
caccactaat
cgtgatacgc
tggcactttt
aaatatgtat
gaagagtatg
ccttcctgtt
gggrgcacga
togocccgaa
attatcccogt
tgacttggtt
agaattatgce
aacgatcgga
togocttgat
cacgatgect
tetagettoe
tetgegetog
tgggtctoge
tatctacacqg
aggtgcctca
gattgattta
tctcatgace
daagatcaaa
dadaaaacca
tccgaaggta
gtagttagagc

cctgttacca

ddacccaacc
ttatccgtac
ccccgotgoc
aatcaaaaac
acggcgatgt
ctaatctgca
catcggacto
gcaaactgtc
ctagaggatc
Crattrrtat
cggogaaatg
cogotcatga
agtattcaac
tttgctcacc
gtgggttaca
gaacgrrtec
gttgacgoog
gagtactcac
agtgctgoca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gragcaatgg
cggraacaat
goocttoogg
ggtatcattyg
acggggagte
ctgattaagc
daacttcatt
daaatccctt
ggatcttott
ccgotaccag
actggcttca

caccacttca

gtggctgctyg

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
2940
3000
3060
3120
3180
3240



ccagtggoga
cgcagoggte
acaccgaact
gaaaggcgga
rrccaggggg
agcgtcgatt
COgCCtttet
rtatcccctga
gragccgaac
ggtattttct
atctgototy
tcatggotyc
tcooggeatc
tttcaccgtc
gaagcgattc
gogttaatgt
tcactgatgc
gagagaggat
gtgagggtaa
aatgccageg
cgatgeoagat
aaacacggaa
agtcgeottea
gocagoctag
caacgctygee
gttaaacgat
dcccacagca
gaaggaatat
agcaaacage
gocaccatcyg
atactgtgct
asagaccage
coccatcagac

ccgataagog

taagtcgtot
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
aaacgccotgg
trtgtgatgo
acggttcctg
trctgtggat
gaccgagogc
Cccrtacgcat
atgccgoata
gooocgacac
cgcttacaga
arcaccgaaa
acagatgtct
ctgocttcty
ctcocgtgtaa
gotcacgata
acaactgocg
cttcgttaat
ccggaacata
accgaagace
cgttogoteg
cogggtocte
cgagcgtcaa
cgactgeoge
gcaacgeeogt
cgattgeeoge
caatcaagtt
geaccagoag
gatgcagoge
ggtgtagcgg
agccgataat

cgoccagoce
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cttaccgggt
gggggticgt
cagcgtgago
gtaagcggea
tatctttata
tcgrcagggg
gCCTtTttgot
aaccgratta
agcgagtcaqg
ctgtgoggta
gttaagccaqg
cCgccaacac
caagctgtga
cgcgogagge
goctgttcat
ataaagogga
gggggattic
cgggttactyg
gtatggatgc
acagatgtag
atggtgcagy
attcatgttyg
cgtatcggty
aacgacagga
cggcgecaga
tttgecgety
cgccagcage
tcceogecaga
cggcccaata
cctcgtogga
atgttcggtt
ctttttaaag
acccaccage

cgccatcagt

tggactcaag
gcacacagcc
tatgagaaag
gggrcggaac
gtoctgtogg
ggcggagoct
ggccttttge
cogoctttga
tgagcgagga
Lrtcacaccg
tatacactcc
cogotgacyc
coghtotoogg
agctgoggta
ccgogtocag
ccatgttaacg
tgttcatggg
atgatgaaca
ggcgggacca
gtgttccaca
gogotgactt
ttgctcaggt
attcattety
geacgatcat
tacagcaaac
cgccacagec
agccatttga
atgceccggea
aatttcgcca
cogacaaaac
ttatccagca
cgccaccoca
caggcatgoc

accgtgocgg

26

acgatagtta
cagcttggag
cgccacgott
aggagagegc
gtttcgocac
atggaaaaac
tcacatgttc
gtgagctgat
agcggaagag
catggtgcac
gotatcgota
goocctgacag
gagctgoatg
aagctcatca
ctocgttgagt
aQoCggtrttt
ggtaatgata
tgcccggtta
gagaaaaatc
gugtagocag
cogogtttoo
cgcagacgtt
ctaaccagta
gogoaccogt
ggctgcggag
gccagecatag
aatctccget
ggaaataaaa
coggaagatc
gtccgaccag
acgacttgtt
gocagaacga
aaaaattgag

gtaaaatcaa

ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctotgacttyg
gccagcaacy
tttcoctgogt
accgctogoo
cgocctgatge
LCctcagtaca
cgtgactgag
gottgtotgo
tgtcagaggt
gogtggtogt
ttctccagaa
tcctgtttgg
cogatgaaac
Ctggaacgtt
actcagggtc
cagcatcctg
agactttacg
ttgcagcage
aggcaaccco
ggccaggace
gaaatacgcg
ccagectecy
ctgcatatcg
cggcggccac
cagcatccct
gatcgtgaac
ctttttcata
aatccagtcg
ctocgoocgotyg

coCcactago

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4040
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280



gccagogatt
gtgataaagt
tctgottace
catcrttgtg
tgccceggty
gogococaacy
acgctgatct
taaccgggag
cgccagatgg
caacgactca
cagtagctca
gctgaaatge
cggccaggtc
ccactcgotg
tatatcgcca
gatggtcagg
atatccattc
cggcaatage
dafaaacaaa
gcttgatgaa
gttcaggoga
gaatatttgc
gatcctgoct
atggagtaag
tctggoagty
ctggcaagaa
ctacatggag
acgcgcaaat
cgccgacggt
tgtgctgtag

taagccagge

ccaggaaggc
gttccagoag
cocgtocooct
fJacacatcat
cattttttaa
gtcgctatcg
tcgogocage
ggcgacaggc
tocgotgatat
ttaattaccg
gaatagcgac
ggcrggogcg
agccactcct
gcgtocgoat
ggccgacaga
ttaagaatat
gocttcaattg
ggatcatttt
ttgtccatat
agcacgtatc
taaaattaag
acagecgtcac
gacggttttt
acgatggcaa
gactgcgeca
ggccgttatt
tcaatggagg
gtcgttggea
aacgtcctgg
aaagatcaca

aag

<210> 2

<211> 7096

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Plasmido de expresion p933
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gaccagcaac
tgcttgeata
tcgtcaagoc
ftCcacttrtta
atacccgoga
gcattcgegt
tcaatacgct
agacatgcty
actggcaggc
ccatacguct
cttocooctty
cctcgtocgyg
gocagtaggco
gccgtocata
caaactgotc
atcccrrcat
gogtcagooc
gegtttcage
cgaccaggac
aaccccgott
taacagaagt
actttgcaaa
gocgogactc
ttgcaattgg
ccggogacga
gogacggooc
cocgogotgaa
ttggcgttga
cgctgogtoe

ccgocgtgga

acggcgatga
gtgtgtocat
gtcaattatc
Tttcacatccg
aaaatagage
agtgctaago
aatgcctaac
ggcgacgcty
atcgogoaca
gagcaacaac
coocggogotyg
gcggaaaaat
gcgaggccgg
gtgatgaatc
goccattatta
goocaacgga
ggcgaccaga
catgatttct
gacagagett
gtgaaaagog
gtctataact
gcattageat
tctactgttt
cctcgatttt
gatcgccace
gaacaaccag
agccgttoty
cagcaccgge
agagttcgoc

agaggocgac

27

gcgaatacag
cageogtgaty
cgaatagtta
gccotgaact
tgatcgtcaa
agaagtttcyg
tgctggogga
gcgatatcaa
cggctatcca
tgctoccagoa
atgatctgeo
cctgtoctggg
aaataaaccc
tcgococggog
ttaatgacgc
cgatcgataa
tgggcattaa
ctacccoocog
cegtetooge
ctttgtaaca
atggctggaa
ttttgtocat
ctccatacct
ggcagtgatt
agcgtagagt
ttcocgtcato
gcacaattaa
tctacgocag
gagaacccga

gaaatcactc

agrggattgg
aagcagggat
cagcttatga
cgctaggact
atccaacatt
cctgagctgat
acagatgtga
aatggctgte
tcggcgggtg
gattgatcgc
cgaacagttc
caaagattgt
actggtgata
gaaacaataa
cctoctoccgog
aaaaatccag
dtgaatatcc
atgttcagag
aagactttge
aaagcgtaca
tgtccacatt
aagattageg
gtttttctgg
cagtgcgcgco
ggtatccgeg
atccgogoga
gogocgogoa
cgccgattga
atgcgatgtt
grctgtgoca

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6540
6900
6960
7020
7080
7093



<400> 2

gtcgagctag
ggcgctgget
cagcagcaaa
tgtgoacage
tgacgattgg
tgacaacgaa
cctgaccaaa
tctgagocctg
cggcgatggt
cgaatatatt
tgaaacccgc
gggtaatcgo
tgttatcegt
aaacaaaatg
ggaagaattc
gggtaccaac
agtgattgac
gocgggeate
aattgtcgcc
tggcgaacty
gtttcaggtt
accgttoctyg
taccggottt
gccgattgeo
aacccatatc
tgtgacctte
gacgtcgog
ctccattggr
gtcactgtte
atccoccgggt

tataggttaa

atgtgcgegg

taaaagcatt
gogtttagttt
tccttocgtta
artcagaaag
aaagaattct
aatcocgoctgt
gtcoctggocc
acggaaccge
gocagtogtyg
aacaattggg
ggcaaacgtg
grtcgtcgca
gataaaacca
agcgaatcte
caccaaaccy
cocggtgtttg
tcggaaacgg
ggttocgtga
cagtctatcyg
grtgatatcg
gtccataact
catgacggct
cagggtgaat
ggtgttctge
tcggttaacy
tgtcgtecga
tttcatcgoct
grgcrggact
ttcgaaatca
accgagctcg
tgtcatgata

aacccctatt
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ttaaataagg
tagcgtttag
tggaaaactt
gratccaaaa
acagcaccga
tgggcaaage
tgaaagtgga
tgatggaaca
tcgtgotgtc
aacaagcgaa
gtcaggatac
gogtogootc
ddacgaaaat
cgaataaaac
cactggaaca
ccggogcaaa
Cccgataatct
tgggtattge
cactgtcgaqg
gotttgoage
catataatcqg
acgcggttag
ctggocacga
tgccgaccat
gtcgcaaaat
aaagceeggt
ctagttccga
accagaaaac
aatcaggctc
aattcttgaa
ataatggtrt
tgtttatttt

aggaataaca
cgccatggea
ctococtottat
accgaaatct
Caacaaatat
£ggcgotgtg
taatgcagaa
ggttggcacc
coctgoocgttc
agccctgtoo
gatgtatgaa
ctcactgtct
cgaaagtcty
ggtgtccgaa
tocoggaacty
ttacgcaget
ggaaaaaacc
cgatggogea
cctgatggtt
Ttacaacttc
ccoggectac
ctggaatacg
cattaaaatc
ccocgggtaaa
tcgtatgoge
ctatgtagge
daaaatccac
ggrggatcat
gcatcatcat
gacgaaaggq
crragacgte

tctaaataca

28

catatgaaaa
ggcgcagatg
cacggcacca
ggcacgcagg
gatgcggecy
gttaaagtca
accatcaaaa
gaagaattta
gcagaaggta
gtggaactya
tacatggcac
tgratcaacc
aaagaacacg
gaaaaagcta
tcagaactga
tgoggctgtga
acggcggccc
gttcatcaca
gctcaagcga
gtggaaagta
tcgecgggte
gtcgaagatt
acggctgaaa
ctggatgtga
tgccgtgoga
aacggtgttc
agtaacgaaa
accaaagrta
catcaccact
cctcgtgata
aggrggcact

ttcaaatatg

agatttgoct
acgttgttga
aaccgggcta
graactacga
gttactcagt
cgtatccggg
aagaactqgqg
tcaaacgctt
gotctagtgt
aaatcaactt
aagcttgoge
tggacrggga
gccocgatcaa
dacagtatct
aaaccgrcac
acgttgcogca
tgagtattct
acaccgaaga
ttccgctggt
tcatcaacct
dCaaaaccca
ctatrtatccg
ACACCCCQCT
dtaaatcaaa
tcgacggoga
atgctaatet
tctcatcgga
atagcaaact
aatctagagg
cgococtatttt
trtogoggaa

tatccgctca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



tgagacaata
aacatttccyg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggaget
tggcaacaac
aattaataga
Cggctggoty
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtaa
cttgagatce
cagoggtaot
tcageagadc
tcaagaacte
ctgccagtag
aggcgcagceg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttocagyg
ttgagcgtcyg
acgcggoctt
cgttatcccc
googiagocy
tgcggtattt

acaatctgct

qgatcatgge

accctgataa
tgtogooctt
gctggrgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
CHCcttrttty
gaatgaageoc
grtgcgoaaa
ctggatggag
grrrattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggate
gttttogtte
tttttttcty
ttgtttgocy
gragatacca
totageace
cgataagteg
gtcgggctga
actgagatac
goacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg
aacgaccgag
tctccttacy
ctgatgccge

tgcacccoga
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atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgc
cgccgoatac
cttacggatg
actgcggeoca
cacaacatgg
ataccaaacq
ctattaactg
gcggataaaqg
gataaatctyg
ggtaagcocct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagage
aatactgtoce
cctacatace
tgtcttaceg
acggggagtt
ctacagcgtg
ccggtaagog
tggtatcttt
tactcgtcag
ctggocctttt
gataaccgta
cgcagcgagt
catctgtgcg
atagttaagc

cacccgocad

aatattgaaa
ttgcggoatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcoe
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gogaactact
ttgcaggace
gagcoggtga
cccgtatcgt
agatcgotga
catatatact
tocctttttga
cagaccoogt
gotgottgeoa
taccaactct
ttctagtgta
tegototgot
gattoggacte
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcyg
atagtcctyt
gg9999cggag
gotggocttt
ttaccgoctt
cagtgagcga
gtatttcaca
cagtatacac

cacccgotga

29

aaggaagagt
ttgoocttoct
gttgggtgca
ttttogoooe
ggtattatce
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aacrtcgoctt
caccacgatg
tactctagct
acttctgoge
gcgtgggret
agttatctac
gataggtgoc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagate
dacaadaaaa
ttttoogaag
gregtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
grecageotty
aagcgeecacy
aacaggagag
cggatttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagoggaa
ccgcatggtg
toccgotatog

cgcgoecctga

atgagtattc
grittttgctc
£gagrgggtt
gaagaacgtt
cgtgttgacy
grtgagtact
tgcagtgcty
ggaggaccga
gatcgrtgaq
cctgocagoaa
tcccggoaac
toggoocttc
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
acCaaaatcc
aaaggatcott
Cccaccgotac
gtaactggot
gagccaccact
ccagtggoty
ttaccggata
gagegaacga
cttcocgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagea
ttctttocctg
gataccgctc
gagcgcctga
cactctcagt
ctacgtgact

cagggettgtc

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960



tgetocoogye
ggttttcacc
cgrgaagcga
gaagcgttaa
tggtcactga
aacgagagag
grrgtgaggg
gtcaatgcca
crtgcgatgca
acgaaacacy
agcagrcgct
coogocagoc
acccaacqgct
gcggttaaac
CCgacccaca
tcggaaggaa
cacagcaaac
cctgccacca
aacatactgr
ataaaagacc
tcgoccatca
ctgccgataa
agegecage
tgagtgataa
gattctgett
tgacatcttt
acttgceoeeg
attgcgeeca
gatacgctga
tgataaccgg
gtccgocaga
gtgcaacgac
cgocagtago

ttcgctgaaa

atccgottac
gtcatcaccy
ttcacagatyg
tgtctggett
tgocctoogty
gatgctcacy
taaacaactg
gogottogtt
gatccggaac
gaaaccgaag
tcacgttoge
tagccggatc
gooogagogt
gatcgactgc
gCagcaacqc
tatcgattgc
agccaatcaa
tcggcaccag
gotgatgeang
agcagtgtag
gacagccgat
gcgcgcocag
attccaggaa
agtgttccag
accoccgtoco
gtagacacat
gtgcattttt
acggtcgcta
tcttogogeo
gagggcgaca
tggtcgotga
tcattaatta

tcagaatagc

tgcggotgoc
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agacaagctg
aaacgcgoga
tctgectgtt
ctgataaagc
taagggggat
atacgggtta
gcggratgga
aatacagatg
ataatggtge
accattcartg
tcgogtatcg
Ctcaacgaca
caacggogoo
cgotttygoocg
cgtcgocago
cgotooogoo
gttcggoccca
cggoctogtc
cgogtgttog
cggottttta
aatacccacc
coccocgocate
ggcgaccagc
cagtgcttge
ccttocgtcaa
cattcacttt
taaatacccg
tcggeatteg
agctcaatac
ggcagacatg
tatactggca
ccgocatacg
gaccttocoo

gogoctogto

tgaccgtote
ggcagoetgog
catccgogtc
gggccatgrt
ttctgttcat
ctgatgatga
tgcggoeggga
tagorgrtcc
agagcgctga
ttgttgotca
gtgattcatt
fggagcacgat
agatacageca
ctgcgocaca
agcagocatt
agaatgooog
ataaatttcg
ggaccgacaa
gttttatcca
aagcgocace
agcocaggeat
agtaccgtyge
aacacggega
atagtgtgte
gccgtcaatt
ttattcacat
cgaaaaatag
cgtagtgcta
gctaatgoct
ctaggogacy
ggcatcgegco
tctgagcaac
ttgccocgacy
cgggcggdaa

30

cgggagctgo
gtaaagctca
cagctogtta
aagggoggtt
gggggtaatg
acatgcccag
ccagagaaaa
acagggragc
cttoogogtt
ggtcgcagac
ctgctaacca
catgogoaco
aacggotgog
gQCcgccagea
tgaaatctco
gcaggaaata
Cccacgggaaq
aacgtceogac
geagogactt
coagocagaa
gccaaaaatt
cgggtaaaat
tgagcgaata
cgtcagegta
atccgaatag
ccggccctga
agctgatcgt
agcagaagtt
aactgctggc
ctggogatat
acacggctat
aactgctcca
ctgatgatct

aatcctgtot

atgtgtcaga
tcagcgtggt
agtrtctcca
CLttcctgrt
ataccgatga
ttactggaac
atcactcagqg
cagcagcatc
toccagacttt
grtttgcage
graaggcaac
cgtogocagg
ggggaaatac
tagccageoct
gotctgeata
aaacggoggo
atccagcatc
caggatcogtag
grtotttttc
cgaaatccaqg
gagctogecg
caaccccacc
cagagtggat
atgaageagq
ttacggetta
actcgctagg
caaatccaac
tcgoctoget
ggaacagatg
caaaatggct
ccatcggogg
goagattgat
gocogaacag

gggcaaagat

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
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tgtcggocag gtcagccact coctgoccagta ggogocgagge cggaaataaa cccactggtg 6060
ataccactcg ctggogtoccg gatgocgtoce atagtgatga atctcgoccg goggaaacaa 6120
taatatatcg ccaggccgac agacaaactg ctcgocatta ttattaatga cgocctotoc 6180
gcggatggtc aggttaagaa tatatcoccit catgooccaac ggacgatcga taaaaaaatc 6240
cagatatcca ttcgottcaa ttggogtcag cocggogace agatgggcat taaatgaata 6300
tcccggoaat agocggatcat tTtgogtttc agocatgatt totctaccoco ccgatgttca 6360
gagaagaaac aaattgtcca tatcgaccag gacgacagag citccgtctc cgcaagactt 6420
tgcgettgat gaaagcacgt atcaacccocg cttgtgaaaa gogotttgta acaaaageogt 6480
acagttcagg cgataaaatt aagtaacaga agtgtctata actatggctg gaatgtccac 6540
attgaatatt tgcacagogt cacactttge aaagcattag catttttgtc cataagatta ah00
geggatecty cotgacggtt tttgoccgega ctotetactg tttotccata cotgttttte 6EE0
tggatggagt aagacgatgg caattgcaat tggoctcgat tttggcagtg attcagtgcg 6720
cgctctggea gtggactgog ccaccggega cgagatcgec accagegtag agtggtatee 6780
gogotggeaa gaaggocgtt attgogacgyg cocgaacaac cagttccgtc atcatccgog 6840
cgactacatg gagtcaatgg aggcocgogot gaaagocgtt ctggoacaat taagogocgo 6900
gcaacgogea aatgtcgtty geattggegt tgacagcace ggetctacge cagogocgat 6960
tgacgccgac ggtaacgtcc tggcgotgog tocagagttc gocgagaacc cgaatgogat 7020
gtttgtgctg tggaaagatc acaccgccgt ggaagaggocc gacgaaatca ctcgtctgtg 7080
ccataagcca ggcaag 7096

<210> 3

<211> 561

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido de sefial que contiene la secuencia de aminoacidos de Crm197 expresada a partir de p932

<400> 3

Phe
15

Met Ile Ala ala Gly val ala

10

Lys Lys Trp Leuw Leu Leu Leu Ser

rhe val

30

Ala val val

20

ala ser ala ASD ASP ASp Ser Ser ser Met

25

Lys

Glu Phe His Thr val ser

35

Asn Ser Ser Tyr Gly

40

Lys Pro Gly Tyr

45

Asp

Thr
60

ITe Gln

50

Lys Gly Ile GIn Lys Pro Lys Ser Gly Gln Gly Asn Tyr

ala
20

Glu Phe Thr

70

Asp cer Ash

65

Asp Asp Trp Lys Tyr Asp Lys Tyr Asp
75

31



Ala

Gly

Lys

Thr

Phe

145

Gly

Leu

Gln

val

Ser

Leu

Fro

Glin

305

Ala

Gly

Gly

val

val

Glu

130

Gly

ser

Sar

ASp

Arg

210

val

Gly

Glu

Glu

val

290

val

Leu

Ala

Tyr

val

Asp

115

Pro

ASp

Ser

val

Ala

195

Ar‘g

Ile

Fro

Glu

His

Phe

Ile

Ser

val

ser

Lys

100

Asn

Leu

Gly

Ser

Glu

130

Met

ser

Arg

LysS
260
Fro
Ala

ASp

Ile

val

85

val

Ala

Met

ala

val

165

Leu

Tyr

val

Asp

Lys

245

ala

Glu

aly

ser

Leu

325

His
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Asp

Thr

Glu

Glu

s5ar

150

Glu

Glu

Glu

Gly

Lys

Asn

Lys

Leu

ala

Glu

310

Pro

Asn

ASn

Tyr

Thr

Gln

135

AT

Tvr

Ile

TYr

ser

215

Thr

Lys

GIn

ser

Asn

295

Thr

Gly

Thr

Glu

Pro

Ile

120

val

val

Ile

AsSn

Met

200

Ser

Lys

Met

Tyr

ala

Ile

Glu

32

Asn

Lys

Gly

val

Asn

Phe

185

Ala

Leu

Thr

Ser

Leu

265

Leu

ala

ASH

Gly

Glu
345

Pro

a0

Leu

Lys

Thr

Leu

ASN

170

Glu

Gln

ser

Lys

Lys

Ala

ASN

Ser

330

Ile

Leu

Thr

Glu

Glu

ser

155

Trp

Thr

Ala

Cys

Ile

235

Ser

Glu

Thr

Trp

Leu

115

val

val

ser

Lys

Leu

Glu

140

Leu

Glu

Arg

Cys

Ile

220

Glu

Pro

Fhe

val

ala

300

Glu

Met

Ala

Gly

val

Pro

Gln

Gly

Ala

205

ASN

Ser

Asn

His

Thr

285

val

Lys

Gly

Gln

Lys

Leu

110

Leu

Ile

Phe

Ala

Lys

190

Gly

Leu

Leu

Lys

Glin

270

Gly

Asn

Thr

Ile

Ser

350

Ala

95

Ala

ser

Ly's

Ala

Lys

175

Arg

Ash

Asp

Lys

Thr

255

Thr

Thr

val

Thr

Ala

335

Ile

Gly

Leu

Leu

Arg

Glu

160

Ala

Gly

Arg

Trp

Glu

240

val

ala

Asn

ala

ala

320

Asp

Ala
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Leu Ser Ser Leu Met val Ala GIn Ala Ile Pro Leu val Gly Glu Leu
355 360 365

val Asp Ile Gly Phe Ala Ala Tyr Asn Phe val Glu Ser Ile Ile Asn
370 375 380

Leu Phe GIn wal wval His Asn Ser Tyr Asn Arg Pro Ala Tyr Ser Pro
385 390 395 400

Gly His Lys Thr Gln Pro Phe Leu His Asp Gly Tyr ala val Ser Trp
405 410 415

Asn Thr val Glu asp Ser Ile Ile Arg Thr Gly Phe Gln Gly Glu Ser
420 425 430

Gly His asp Ile Lys Ile Thr ala Glu asn Thr Pro Leu Pro Ile ala
435 440 445

Gly val Leu Leu Pro Thr Ile Pro Gly Lys Leu Asp val Asn Lys Ser
450 455 46

Lys Thr His Ile Ser val Asn Gly Arg Lys Ile Arg Met Arg Cys Ar
465 470 475 48

ala Tle asp Gly asp val Thr Phe Cys arg Pro Lys Ser Pro val Tyr
485 490 495

val Gly asn Gly val His Ala Asn Leu His val Ala Phe His Arg Ser
500 505 510

Ser Ser Glu Lys Ile His Ser Asn Glu Ile Ser Ser Asp Ser Ile Gly
515 520 525

val Leu Gly Tyr Gln Lys Thr val Asp His Thr Lys val Asn Ser Lys

530 535 540
Leu Ser Leu Phe Phe Glu Ile Lys Ser Gly Ser His His His His His
545 550 555 560
His
<210>4
<211> 562
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido de seial que contiene la secuencia de aminoacidos de Crm197 expresada a partir de p933

<400> 4

33



Met

ala

Met

S5er

Gly

Leu

Leu

Ar

14

Glu

ala

Gly

Arg

225

Glu

val

Lys

Met

Glu

Ile

50

ASD

Ala

Gly

Lys

Thr

130

Phe

Gly

Lau

Gln

val

210

Asp

His

Ser

LS

ala

AN

35

Gln

ASD

Gly

val

val

115

Glu

Gly

Ser

ser

195

Arg

val

Gly

Glu

Ile

Gly

20

Phe

Lys

ASp

Tyr

val

100

Asp

Pro

Asp

Ser

val

180

Ala

Arg

Ile

Fro

Glu

Trp
5
Ala
sSer
Gly
Trp
ser
85
Lys
ASn
Leu
Gly
Ser
165
Glu
Met

sSer

Arg

P bl
gl
[Eal i}

Lys
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Leu
Asp
Ser
Ile
70
val

val

ala
Mat
Ala
150
val

Leu
TYr

val

Ala

ala

Asp

Tyr

Gln

55

Glu

Asp

Thr

Glu

Glu

135

ser

Glu

Glu

Glu

Lys

ASN

Lys

Leuw

val

His

40

Lys

Phe

AsN

Tyr

Thr

120

GIn

Arg

Tyr

Ile

sSer

Thr

Lys

Gln

ala
val
Gly
Fro
Tvr
Glu
Pro
105
Ile
val
wal
Ile
ASh
185
Met
sSer

Lys

Met

265

34

Gly

10

Asp

Thr

Lys

Ser

ASN

a0

Gly

Lys

Gly

wval

Asn

170

Fhe

Ala

Leu

Thr

250

Leu

Leuw

Ser

Lys

Ser

Thr

75

Pro

Leuw

Lys

Thr

Leu

155

Asn

Glu

Gln

sSer

Lys

235

Glu

Glu

val

ser

Fro

Gly

&0

ASD

Leu

Thr

Glu

Glu

140

Ser

Trp

Thr

Ala

Ile

ser

Glu

Leu
Lys
Gly
45

Thr
ASH
s5er
Lys
Leu
125
Glu
Leu
Glu
Arg
Cys
203
Ile
Glu

Fro

Phe

ala

ser

30

Tyr

Gln

Lys

Gly

val

110

Gly

Pha

Pra

Gln

Gly

190

Ala

Asn

s5er

AN

His
270

Phe
15

Phe
val

Gly

TYr

Leu

Leau

Ile

Phe

Ala

175

Lys

Gly

Leu

Leu

Lys

Gln

Ser

val

Asp

Asn

Asp

80

ala

Ala

Ser

LyS

Ala

160

Lys

Arg

ASN

Asp

Lys

240

Thr

Thr



ala

AsSN

Ala

305

Ala

AsSp

Ala

Leu

ALSn

385

Pro

Trp

Ser

Ala

Ser

465

Arg

TYr

Ser

Gly

Leu

Pro

290

Gln

Ala

Gly

Leu

val

370

Leau

Gly

Asn

Gly

Gly

450

Lys

Ala

wval

S5er

val

530

Leu

His

val

val

Leu

ala

sSer

355

Asp

Phe

His

Thr

His

435

val

Thr

Ile

Gly

Ser

315

Leu

Ser

Phe

Ile

S5er

Ser

Ile

Gln

Lys

val

420

Asp

Leau

His

Asp

Ash

500

Glu

Gly

Leu

Fro

Ala

Asp

Ile

325

His

Leu

Gly

val

Thr

405

Glu

Ile

Leu

Ile

Gl

48

Gly

Lys

Tyr

Phe
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Glu

Gly

ser

310

Leu

His

Met

Phe

val

390

Gln

Asp

Lys

Pro

Ser

470

Asp

val

Ile

Gln

Fhe
550

Leu

Pl e
o
i

Glu
Fro
Asn
val
Ala
His
Pro
ser
Ile
Thr
455
val
val
His
His

533

Glu

Ser

280

Asn

Thr

aly

Thr

ala

3g0

Ala

Asn

Phe

Ile

Thr

440

Ile

Asn

Thr

ala

Ser

Thr

Ile

Glu

TYr

Ala

Ile

Glu

345

Gln

Tyr

ser

Leau

Ile

Ala

Fra

Gly

Phe

ASRh

505

Asn

Wal

Lys

35

Leu
Ala
Asp
Gly
Glu
ala
Asn
VI
o
Arg
Glu
Gly
Arg
%
Leu
Glu
AsSpD

Ser

L¥s

ala

Asn

315

Ser

Ile

Ile

Phe

ALn

395

ASp

Thr

Asn

Lys

Lys

475

Arag

His

Ile

His

Gly

Thr

Tr

30

Leu

val

val

Fro

val

380

Arg

Gly

Gly

Thr

Leu

460

Ile

Pro

val

ser

Thr

540

Ser

val

285

Ala

Glu

Met

Ala

Pro

Tyr

Phe

Pro

445

ASp

Arg

Lys

Ala

ser

525

Lys

His

Thr

val

Lys

Gly

Gln

val

Ser

Ala

ala

Gln

Leu

wal

Meat

Ser

Phe

510

Asp

val

His

Gly

Asn

Thr

Ile

ser

Gl

Ile

Tyr

val

415

Gly

Pro

AsSRh

Al

Pro

495

His

5er

Asn

His

Thr
val
Thr
320
aAla

Ile

Glu

Ser
400
Ser
Glu
Ile
Lys
Cys
480
val
Arg
Ile
Ser

His
560



<210>5
<211> 561
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2750525 T3

<223> Secuencia de proteina traducida del plasmido de expresion p722

<400> 5

Met

ala

Glu

Ile

Asp

65

ala

Gly

Lys

Thr

Phe

145

Gly

Leu

Gln

Lys

Met

Asn

Gln

50

Asp

Gly

val

Val

Glu

130

Gly

ser

ser

Asp

LS

Gly

FPhe

35

Lys

ASp

Tyr

val

115

Fro

ASD

Ser

val

Ala

Ile
2
ser
Gly
Trp
Ser
100
Asn
Leu
Gly
ser
Glu

130

Met

Trp
5
ASp
Ser
Ile
Lys
val
a5
val
Ala
Met
ala
val
165

Leu

Tvr

Leu

ASp

TYr

Gln

Glu

70

Asp

Thr

Glu

Glu

ser

150

Glu

Glu

Glu

Ala

val

His

Lys

55

Phe

Asn

T'_,.-'r

Thr

Gln

135

Al

TYr

Ile

TVr

Leu

val

Gly

40

Pro

Tyr

Glu

Pro

Ile

val

val

Ile

Asn

Met

Ala
2"
Thr
Lys
Ser
Asn
Gly
Lys
Gly
val
Asn
Fhe

185

Ala

36

Gly

10

ser

Lys

ser

Thr

Pro

a0

Leu

Lys

Thr

Leu

ASn

170

Glu

Gln

Leu

ser

Pro

Gly

Asp

75

Leu

Thr

Glu

Glu

Ser

155

Trp

Thr

Ala

val

Lys

Gly

Thr

60

ASRH

ser

Lys

Leu

Glu

140

Leu

Glu

Arg

Cys

Leu

ser

Lys

Gly

val

Gl

12

Phe

Pro

Gln

Gly

Ala

ala
Phe
30

val
Gly
Tyr
Lys
Leu
110
Leu
Ile
Phe
ala
Lys
190

Gly

Phe

15

val

Asp

Asn

Asp

Ala

95

Ala

ser

Lys

Ala

Lys

Arg

Asn

Ser

Met

Ser

Tyr

aAla

80

Gly

Leu

Leu

Arg

Glu

160

ala

Gly

Arg



Val

Saer

Leu

Fro

Gly

Leu

val

Leu

385

Gly

Asn

Gly

Gly

Lys

Ar

21

val

Gly

Glu

Glu

val

290

Val

Leu

Ala

Ser

Asp

370

Phe

His

Thr

His

Val

450

Thr

195

Arg

Ile

Pro

Glu

His

275

Phe

Ile

sar

val

Ser

355

ile

Gln

Lys

val

ASD

Leu

His

Ser

Arg

Ile

Pro

Ala

ASp

Ile

Leu

Gly

val

Thr

Leu

Ile

wal

Asp

Lys

Ala

Glu

Gly

S5er

Leu

325

His

Met

Fhe

wval

Gln

405

Asp

Lys

Fro

Ser
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Gly

Lys

230

ASR

Lys

Leu

aAla

Glu

310

Fro

Asn

val

ala

Ser

Ile

Thr

val

Ser

215

Thr

Lys

Gln

Ser

ASn

295

Thr

Gly

Thr

Ala

Ala

75

ASn

Fhe

Ile

Thr

Ile

455

Asn

200

Ser Leu

Lys Thr

Met Ser

Tyr Leu

265
Glu Leu
280
Tyr Ala
Ala Asp
Ile Gly
Glu Glu

345
Gln Ala
360
Tyr Asn
s5er Tyr
Leu His
Ile Ar

42
ala glu

Pro Gly

Gly Arg

37

Ser

Lys

Glu

250

Glu

Lys

ala

ASN

Sar

330

Tle

Ile

Phe

Asn

Asp

410

Thr

ASN

Lys

Lys

Cys

Ile

235

Ser

Glu

Thr

Trp

Leu

315

val

val

Pro

val

L T
s

Gly

Gly

Thr

Leu

Ile

Ile

220

Glu

Pro

FPhe

val

ala

300

Glu

Mat

Ala

Leu

Glu

380

Fro

Tyr

Phe

Pro

Asp

460

Arg

205

Asn

Ser

ASR

His

Thr

285

val

Lys

Gly

Gln

Val

365

ser

Ala

Ala

Gln

Leu

445

Val

Met

Leu

Leu

Lys

GlIn

270

Gly

Asn

Thr

Ile

Ser

350

Gly

Ile

Tyr

val

Asn

.F\I"g

Asp

Lys

Thr

Thr

Thr

val

Thr

Ala

335

Ile

Glu

Ile

ser

Glu

Ile

Lys

Cys

Trp

Glu

240

wval

Ala

Asn

Ala

Ala

320

Asp

Ala

Leu

Asn

Fro

400

Trp

ser

ala

Ser

Ar‘g



465

Ala

Wal

S5er

val

Leu
345

His

<210>6

<211> 535
<212> PRT

Ile

Gly

ser

Lau

530

Sar

Asp

Asn

Glu

515

Gly

Leu

Gly
Gly
500
Lys

Tyr

Phe

<213> Corynebacterium diphtheriae

<220>

AS
45

Val

Ile

Gln

Phe

ES 2750525 T3

470

val

His

His

Lys

<223> Proteina CRM197 madura secretada

<400> 6

%1y Ala Asp Asp ga1 val

FPha

Lys

Asp

Tyr

65

val

Asp

Pro

sar

Gly

Trp

50

Ser

Lys

Asn

Leu

Ser

Ile

35

Lys

val

val

ala

Met
115

20
Gln
Glu
Asp
Thr
Glu

100

Glu

His

Lys

Phe

AsN

Tyr

85

Thr

Gln

Gly

Fro

Tyr

Glu

70

Fro

Ile

val

Thr

Ala

ser

Thr

535

Ile

Asp

Thr

Lys

Ser

33

Asn

Gly

Lys

Gly

Phe Cys

Asn Leu
505

Asn Glu
520

val Asp

Lys Ser

Ser ser

LYs Pro
25

Ser Gly
410

Thr Asp

Pro Leu

Leu Thr

Lys Glu

105

Thr Glu
120

38

Ar

49

His

Ile

His

Gly

Lys

10

Gly

Thr

ASN

ser

Lys

90

Leu

Glu

475

Fro

val

Ser

Thr

ser
355

Ser

TYr

GIn

Lys

aly

75

val

Gly

Phe

Lys
Ala

ser

Fhe
val
Gly
5"
Lys
Leu
Leu

Ile

ser
Phe
ASD
val

His

val
ASp
Asn
45

Asp
Ala

Ala

ser

35

Fra

S5er

Asn

His

Met

5ar

30

T}rr*

Ala

Gly

Leu

Leu

110

Arg

val

495

Arg

Ile

Ser

His

Glu
15

Ile
Asp
Ala
Gly
Lys
95

Thr

Phe

480

Tyr

Ser

Gly

L¥s

His
560

ASn

Glin

Asp

Gly

val

80

val

Glu

Gly



Asp
Ser
145
val
ala
Arg
Ile
Fro
225
Glu
His
Phe
Ile
Ser
305
wval
Ser

Ile

Gln
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de produccion de CRM197 en el que el procedimiento comprende cultivar una célula huésped
que comprende un acido nucleico que codifica CRM197 en el que CRM197 se fusiona con un péptido sefal
heterdlogo que dirige a CRM197 al periplasma de la célula huésped, en el que el acido nucleico codifica un sitio de
escision entre el péptido sefal que dirige a CRM197 al periplasma y la proteina de CRM197 en el que el sitio de
escision comprende la secuencia de aminoacidos aa1-aa2- aa3-(sitio de escision)-aa4-aa5-aa6-aa7-aa8, en la que

aal es Ala, Ser, Gly, Cys, Thr o GIn;

aa2 se selecciona de cualquier aminoacido natural;

aa3 se selecciona de cualquier aminoacido natural excepto Phe, His, Tyr, Trp, Asp, Glu, Lys, Arg, Asn y Gin;
aa4 a 8 se selecciona entre ala-asp-asp-val y met-gly-ala-asp;

o en la que el sitio de escisiébn comprende la secuencia de aminoacidos aa1-aa2-aa3-(sitio de escision)-aa4-aa5-
aab-aa7-aa8, en la que

aa4 a 8 se selecciona entre ala-asp-asp-val y met-gly-ala-asp; y en la que los primeros 70 aa del primer marco de
lectura abierto dan como resultado una puntuacion Y cuando es analizado por SignalP 4,0 Server de mas de 0,72.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el péptido sefal de tipo salvaje de CRM197 ha sido eliminado.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el péptido sefal de tipo salvaje de CRM197 ha sido
reemplazado por el péptido sefial heterélogo.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el péptido sefial heterdlogo se selecciona del grupo que consiste
en el péptido sefal de enterotoxina termolabil de E. coli, porina de membrana externa de E. coli (OmpA), proteina de
unién a maltosa de E. coli (MalE), pectato liasa de E. carotovorans (PelB) y endoxilanasa de Bacillus sp. (XynA).

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que CRM197 se produce a una concentracion de al menos 5, 10, 25,
50, 75, 100, 125, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, o al menos 1000 mg de proteina
por litro de medio de cultivo.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 5, en el que al menos el 50% de la proteina producida se pliega
adecuadamente como se determina por dicroismo circular.

7. El procedimiento de la reivindicacién 1 o 5, en el que al menos el 50% de la proteina producida no esta presente
en los agregados.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 5, en el que al menos el 50% de la proteina producida es soluble.

9. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 5, en el que la secuencia de nucledtidos heterdloga codifica un sitio de
escision entre el péptido sefial que dirige CRM197 al periplasma y la proteina CRM197 en el que el sitio de escision
comprende la secuencia de aminoacidos aa1-aa2-aa3-(sitio de escision)-aa4-aa5-aa6-aa7-aa8, en la que

aal es Ala;

aa2 se selecciona de cualquier aminoacido natural;

aa3 es Ala;

aa4 a 8 se selecciona entre ala-asp-asp-val y met-gly-ala-asp.

10. El procedimiento de la reivindicacion 1 0 5, en el que la secuencia de nucleétidos heteréloga codifica la proteina
de SEQ ID NO: 10 2.

11. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 5, en el que la secuencia de nucledtidos heteréloga se une
operativamente a un promotor seleccionado del grupo que consiste en el promotor araBAD inducible por 1-arabinosa
(PBAD), el promotor lac, el promotor rhaP BAD inducible por 1-ramnosa, el promotor de la ARN polimerasa T7, el
promotor trc y tac, el promotor del fago lambda p L y el promotor/operador tetA inducible por anhidrotetraciclina.

12. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 5, en el que el acido nucleico que codifica CRM197 se inserta en un
plasmido de expresion de copia alta, opcionalmente el plasmido de expresion de copia alta es pEC415, pBR322,
pBAD, serie pET, serie pUC, pACT3, pEXT22, pEXT20, serie pPBLUESCRIPT, serie pGEM.

13. El procedimiento de la reivindicacién 1 o 5, en el que la expresion de CRM197 se induce a una densidad de
cultivo de OD600> 0,3.
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14. El procedimiento de la reivindicacién 1 o 5, en el que CRM197 se expresa a una temperatura de 20, 25, 30, 32,
35°C o0 37 °C.

15. El procedimiento de la reivindicacién 1 o 5, en el que al menos el 50% del CRM197 expresado tiene una
terminacion N de ADDV o MGADDV.

16. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 5, en el que al menos el 50% del CRM197 expresado tiene un enlace
disulfuro entre Cys186 y Cys201.
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