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DESCRIPCIÓN

Sensores para la detección y cuantificación de secreción microbiológica de proteínas

La presente invención se refiere a una célula que está modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre, un
método para la identificación de una célula que se caracteriza por una secreción aumentada de proteína a través de
la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico, un método para la identificación de una composición de medio5
de cultivo que está optimizada para la producción recombinante de proteínas, un método para la identificación de
condiciones de cultivo que están optimizadas para la producción recombinante de proteínas, un método para la
identificación de un compuesto que se caracteriza por una actividad antibiótica debida a su propiedad de dañar la
membrana de una célula bacteriana o para analizar el efecto de dicho compuesto sobre una población de células
bacterianas genéticamente diferentes, un método para la producción de una célula que está modificada genéticamente10
con respecto a su tipo silvestre con una secreción optimizada de proteína a través de la membrana citoplásmica al
espacio extracitosólico, una célula obtenida por este método, un método para la producción de proteínas y un método
para la preparación de una mezcla.

Las proteínas son de gran interés económico. Las enzimas, por ejemplo, se utilizan como biocatalizadores en la
síntesis química de diversos compuestos, en particular en síntesis enantioselectivas, en detergentes o en alimentos15
para seres humanos o animales. En las composiciones medicinales pueden encontrarse otras proteínas, tales como
anticuerpos, hormonas y moduladores inmunológicos.

Un método preferido para preparar tales proteínas es la producción biotecnológica utilizando microorganismos
recombinantes. En los procesos de fermentación, estos microorganismos se cultivan de manera que producen la
proteína deseada a través de la síntesis de proteínas celulares. Por medio de esta ruta de producción biosintética20
pueden obtenerse directamente las proteínas naturales y pueden utilizarse materias primas simples y económicas.
Como microorganismos, habitualmente se utilizan para este propósito, por ejemplo, Bacillus subtilis, Pichia pastoris,
Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum o bacterias relacionadas.

Los parámetros biológicos y de procedimiento son cruciales para la eficacia y rentabilidad con las cuales pueden
producirse proteínas en procesos biotecnológicos. Estos parámetros comprenden, por ejemplo, el microorganismo25
hospedador, la combinación de cepa/vector, el uso de codón del gen codificante de proteínas, los péptidos señal que
son necesarios para el transporte de la proteína a través de la pared celular (péptidos señal secretores), el nivel de
expresión, el tiempo de inducción, la temperatura, la composición del medio, la tasa de crecimiento, etc.

Para el desarrollo de procesos biotecnológicos eficientes para la producción de proteínas estos parámetros deben
variarse y optimizarse. Sin embargo, el problema es que no solo uno de los parámetros mencionados anteriormente30
es variable en un amplio intervalo, sino que además los diferentes parámetros también se influyen entre sí, lo que
resulta en que debe evaluarse un gran número de combinaciones de parámetros posibles. Según el estado actual de
la técnica, no es posible una mera predicción teórica de combinaciones de parámetros o parámetros optimizados y,
como además para cada proteína específica se consideran ideales diferentes parámetros y combinaciones de
parámetros, deben probarse muchas combinaciones de parámetros diferentes para cada proceso de producción.35

Para la generación de diferentes propiedades en una determinada cepa que se pretende usar para la producción
recombinante de una proteína deseada se aplican etapas de mutagénesis químicas o físicas convencionales (por
ejemplo, MNNG o UV), por medio de las cuales se inducen mutaciones aleatorias en el genoma de la cepa
(mutagénesis no dirigida). Para producir mutantes con una secreción alterada de la proteína, por ejemplo, se generan
genotecas de un gen codificante de proteína, en las que la secuencia génica codificante de proteína se fusiona con40
diferentes secuencias codificantes de péptidos señal de secreción. Para analizar el efecto de diferentes condiciones
de cultivo o diferentes composiciones del medio sobre las cepas de secreción de proteínas que secretan la proteína
específica, estas se cultivan en estas diferentes condiciones y/o en estos diferentes medios de cultivo.

La búsqueda de modificaciones genéticas y parámetros de cultivo optimizados y medios de cultivo que conduzcan a
un rendimiento aumentado, eficacia o economía del proceso biotecnológico para la producción de la proteína deseada45
se denomina comúnmente "identificación sistemática". Sin embargo, en dicho proceso de identificación sistemática,
debe observarse un problema en el hecho de que en una suspensión celular que comprende una pluralidad de células
genéticamente diferentes o en una preparación experimental en la que se han ajustado diversos parámetros (o en la
que solo se ha variado un parámetro que sin embargo también afecta a otros parámetros) es casi imposible identificar
claramente qué modificación genética o qué parámetro fue el responsable de un aumento finalmente observado en la50
producción de una proteína deseada. Los métodos de identificación sistemática que son necesarios para dicha
evaluación no solo consumen mucho tiempo y son caros, además son altamente específicos para cada proteína
individual y por tanto no son aplicables de un modo general. Además, estos métodos de identificación sistemática
dependen de la disponibilidad de un ensayo práctico de identificación sistemática para la proteína deseada, puesto
que la cantidad de producción o secreción de la proteína deseada en una preparación experimental dada únicamente55
puede determinarse mediante la detección de la actividad catalítica de la proteína en el medio de cultivo o dentro de
las células.

Los métodos del estado de la técnica para la identificación sistemática incluyen el uso de construcciones de sensores
en los que las proteínas fluorescentes están bajo el control de un promotor sensible al metabolito respectivo, por
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ejemplo, L-lisina (Binder et al. (2012), Genome Biology, 13 (5): R40).

A partir del estado de la técnica, también se sabe que las células hospedadoras pueden optimizarse haciendo que
sobreexpresen proteínas secretoras y a continuación analizándolas a nivel de transcripción (Marciniak et al. (2012),
Microbial Cell Factories, 11 (66): 1-13).

La presente invención se basó en el objetivo de superar las desventajas que surgen en relación con la detección de5
células modificadas genéticamente que secretan una proteína particular.

En particular, la presente invención se basó en el objetivo de proporcionar una célula modificada genéticamente en la
que, después de una modificación genética o después de un cambio de un parámetro relacionado con las condiciones
de cultivo o después de un cambio de la composición del medio de cultivo, pudieran identificarse de una manera simple
aquellas variantes que se caracterizan por una secreción aumentada de una proteína específica, en la que también10
fuera posible separar fácilmente estas células de entre una pluralidad de células diferentes. También, la identificación
de células que se caracterizan por una secreción aumentada de una proteína específica no debe depender de la
naturaleza de la proteína deseada y de este modo debe poder aplicarse a todas las proteínas que puedan producirse
de un modo recombinante en un proceso de fermentación.

La presente invención también se basó en el objetivo de proporcionar un método para identificar una célula que se15
caracteriza por una secreción aumentada de una proteína específica dentro de una pluralidad de células
genéticamente diferentes de una manera simple, rápida y rentable y para separar específicamente estas células de la
pluralidad de células genéticamente diferentes.

La presente invención también se basó en el objetivo de proporcionar un método para identificar una célula que,
cuando se estuviera cultivando en determinadas condiciones de cultivo o en un determinado medio de cultivo, se20
caracterizara por una secreción aumentada de una proteína específica, en comparación con la misma célula que se
hubiera cultivado en condiciones de cultivo diferentes o en un medio de cultivo diferente, permitiendo de este modo
determinar las condiciones de cultivo óptimas y/o medios de cultivo óptimos de una manera simple, rápida y rentable.

La presente invención también se basó en el objetivo de proporcionar una célula modificada genéticamente con una
secreción optimizada de una proteína específica, en la que se introducen selectivamente genes o mutaciones, en25
particular genes para la secreción de péptidos señal o mutaciones en estos genes, que se han identificado como
adecuados por medio del proceso de identificación sistemática mencionado anteriormente para aumentar la secreción
de la proteína específica o la concentración de la proteína específica en el lado trans de la membrana citoplásmica.

La materia objeto de la categoría que forma las reivindicaciones de la presente invención contribuye a conseguir al
menos uno de los objetivos anteriores. Se hace una contribución adicional mediante la materia objeto de las30
reivindicaciones dependientes que representan realizaciones específicas de la invención.

En el presente documento se desvela:

|1| Una célula que está modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre y que comprende una secuencia
génica que codifica una proteína fluorescente, en la que la expresión de la proteína fluorescente depende de la
cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.35

|2| La célula de acuerdo con la realización |1|, en la que la secuencia génica que codifica la proteína fluorescente
está bajo el control de al menos un promotor heterólogo que, en el tipo silvestre de la célula, controla la expresión
de un gen del cual la expresión en la célula de tipo silvestre depende de la cantidad de proteína que se secreta a
través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.

|3| La célula de acuerdo con la realización |1| o |2|, en la que la célula es una célula del género Corynebacterium,40
Escherichia, Bacillus o Mycobakterium.

|4| La célula de acuerdo con una de las realizaciones anteriores, en la que el promotor se selecciona entre el grupo
que consiste en el promotor cg0706, el promotor cg0996, el promotor cg0998, el promotor cg1325, el promotor
htra, el promotor liaI, el promotor mprA o el promotor pepD.

|5| La célula de acuerdo con una de las realizaciones |1| a |4|, en la que la célula es una célula del género45
Corynebacterium y en la que el promotor es el promotor cg0706, el promotor cg0996, el promotor cg0998 o el
promotor cg1325.

|6| La célula de acuerdo con la realización |5|, en la que la secuencia génica que codifica la proteína fluorescente
está bajo el control de una combinación del promotor cg0996 y el promotor cg0998, en la que el promotor cg0996
se localiza cadena arriba del promotor cg0998.50

|7| La célula de acuerdo con una de las realizaciones |1| a |4|, en la que la célula es del género Bacillus y en la que
el promotor es el promotor htrA o el promotor liaI.

|8| La célula de acuerdo con una de las realizaciones |1| a |4|, en la que la célula es una célula del género
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Mycobakterium y en la que el promotor es el promotor mprA o el promotor pepD.

|9| La célula de acuerdo con una de las realizaciones |1| a |4|, en la que la célula es una célula del género
Escherichia y en la que el promotor es el promotor htrA.

|10| La célula de acuerdo con una de las realizaciones anteriores, en la que la proteína fluorescente es proteína
verde fluorescente (GFP) o una variante de esta proteína.5

|11| Un método para la identificación de una célula que se caracteriza por una secreción aumentada de proteína a
través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico en una suspensión celular, comprendiendo el
método las etapas:

α1) provisión de una suspensión celular que comprende células de acuerdo con una de las realizaciones |1| a
|10|;10

α2) modificación genética de las células para obtener una suspensión celular en la que las células difieren con
respecto a la cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio
extracitosólico;

α3) identificación de células individuales en la suspensión celular que tengan una secreción aumentada de
proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.15

|12| El método de acuerdo con la realización |11|, en el que la modificación genética en la etapa α2) del método se
realiza mediante mutagénesis no dirigida o mediante ingeniería metabólica.

|13| El método de acuerdo con la realización |11| o |12|, que comprende además la etapa de método:

α4) separación de las células identificadas desde la suspensión celular.

|14| El método de acuerdo con la realización |13|, en el que la separación se realiza por medio de citometría de20
flujo.

|15| Un método para la identificación de una célula que se caracteriza por una alta secreción de proteína a través
de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico en una suspensión celular o para la identificación de una
suspensión celular que comprende células que se caracterizan por una alta secreción de proteína a través de la
membrana citoplásmica al espacio extracitosólico, comprendiendo el método las etapas:25

β1) provisión de

i) una suspensión celular que comprende una pluralidad de células de acuerdo con una de las realizaciones |1|
a |10|, en la que las células en la suspensión celular difieren entre sí con respecto a la cantidad de proteína
que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico,

o30

ii) una pluralidad de suspensiones celulares, comprendiendo cada suspensión celular, células de acuerdo con
una de las realizaciones |1| a |10|, en la que las suspensiones celulares difieren entre sí con respecto a la
cantidad de proteína que se secreta por las células a través de la membrana citoplásmica al espacio
extracitosólico;

β2) cultivo de células diferentes en la suspensión celular o de las diferentes suspensiones celulares;35

β3) identificación de células individuales en la suspensión celular que tienen una alta secreción de proteína a
través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico o identificación de suspensiones celulares
individuales que comprenden células que tienen una alta secreción de proteína a través de la membrana
citoplásmica al espacio extracitosólico.

|16| Un método para la identificación de una composición de medio de cultivo que está optimizada para la40
producción recombinante de una proteína, comprendiendo el método las etapas:

γ1) provisión de una pluralidad de medios de cultivo que se diferencian entre sí con respecto a la composición
del medio del cultivo;

γ2) cultivo de células de acuerdo con una de las realizaciones |1| a |10| en los diferentes medios de cultivo,
obteniendo de este modo una pluralidad de suspensiones celulares en las que las células de las suspensiones45
celulares, debido a la diferencia en la composición de los medios de cultivo, difieren entre sí con respecto a la
cantidad de secreción de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio
extracitosólico;

γ3) identificación de aquellas suspensiones celulares que comprenden células que tienen una alta secreción
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de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.

|17| Un método para la identificación de condiciones de cultivo que están optimizadas para la producción
recombinante de una proteína, comprendiendo el método las etapas:

δ1) provisión de una pluralidad de suspensiones celulares que comprenden células de acuerdo con una de las
realizaciones |1| a |10|;5

δ2) cultivo de las células en estas suspensiones celulares en condiciones de cultivo diferentes de modo que
las células en las diferentes suspensiones celulares, debido a la diferencia en las condiciones de cultivo, difieren
entre sí con respecto a la cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio
extracitosólico;

δ3) identificación de aquellas suspensiones celulares que comprenden células que tienen una alta secreción10
de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.

|18| Un método para la identificación de un compuesto que se caracteriza por una actividad antibiótica debida a su
propiedad de dañar la membrana de una célula bacteriana o para analizar el efecto de dicho compuesto sobre una
población de células bacterianas genéticamente diferentes o células genéticamente idénticas en estados
fisiológicos diferentes o fases de crecimiento diferentes, comprendiendo el método las etapas:15

ε1) provisión de una suspensión celular que comprende las células de acuerdo con una de las realizaciones |1|
a |10|;

ε2) cultivo de las células en la suspensión en presencia del compuesto;

ε3) determinación de la actividad antibiótica y actividad antibiótica dependiente de la concentración del
compuesto mediante detección de la actividad de fluorescencia intracelular.20

|19| Un método para la producción de una célula que está modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre
con una secreción optimizada de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico,
comprendiendo el método las etapas:

I) provisión de una suspensión celular que comprende células de acuerdo con una de las realizaciones |1| a
|10|;25

II) modificación genética de las células para obtener una suspensión celular en la que las células difieren con
respecto a la cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio
extracitosólico;

III) identificación de células individuales en la suspensión celular que tengan una secreción aumentada de
proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;30

IV) separación de las células identificadas desde la suspensión;

V) identificación de aquellos genes modificados genéticamente G1 a Gn o aquellas mutaciones M1 a Mm en las
células identificadas y separadas que son responsables de la secreción aumentada de proteína a través de la
membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;

VI) producción de una célula que está modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre con una35
secreción optimizada de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico, de la cual el
genoma comprende al menos uno de los genes G1 a Gn y/o al menos una de las mutaciones M1 a Mm.

|20| El método de acuerdo con la realización |19|, en el que la modificación genética en la etapa II) del método se
realiza mediante mutagénesis no dirigida o mediante ingeniería metabólica.

|21| Célula obtenida por un método de acuerdo con la realización |19| o |20|.40

|22| Un método para la producción de una proteína, comprendiendo el método las etapas:

(a) producción de una célula que está modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre con una
secreción optimizada de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico mediante un
método de acuerdo con las realizaciones |19| a |20|;

(b) cultivo de la célula en un medio de cultivo que comprende nutrientes en condiciones en las que la célula45
produce proteína a partir de los nutrientes.

|23| El método de acuerdo con la realización |22|, en el que la proteína es una hormona, una toxina, un anticuerpo,
una proteína estructural, una enzima, una proteína de transporte, una proteína de almacenamiento, una proteína
de canal, una proteína reguladora, una proteína fluorescente o una proteína con capacidades de unión selectiva,
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polimerización, recubrimiento, estabilización, reparación, aislamiento.

|24| Método para la preparación de una mezcla, comprendiendo el método las etapas:

(A) producción de una proteína por el método de acuerdo con una de las realizaciones |22| o |23|;

(B) mezcla de la proteína con un componente de mezcla que difiere de la proteína.

|25| Método de acuerdo con la realización |24|, en el que la mezcla es un producto alimentario, un pienso para5
animales, una composición farmacéutica, una composición para la producción de alimentos, una composición de
pegamento, una composición de acabado textil o una composición lignocelulósica.

La presente invención se refiere a una célula microbiana que está modificada genéticamente con respecto a su tipo
silvestre y que comprende una secuencia génica que codifica una proteína fluorescente, en la que la expresión de la
proteína fluorescente depende de la cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al10
espacio extracitosólico, en la que la secuencia génica que codifica la proteína fluorescente está bajo el control de al
menos un promotor heterólogo que, en el tipo silvestre de la célula fuente, controla la expresión de un gen del cual la
expresión en la célula fuente de tipo silvestre depende de la cantidad de proteína que se secreta a través de la
membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.

Este espacio extracitosólico se separa del espacio citosólico (citoplasma) mediante la membrana citoplásmica. Como15
se usa en el presente documento, la expresión "espacio extracitosólico" abarca generalmente cualquier elemento
volumétrico dentro y más allá de la membrana citoplásmica (cuando se ve desde el espacio citosólico), incluyendo la
capa de peptidoglicano así como el periplasma y la membrana bacteriana exterior (en el caso de bacterias gram-
negativas y bacterias gram-positivas diderm o bacterias gram-positivas que poseen una membrana exterior). También
mediante la expresión "espacio extracitosólico" se abarca el área que ésa más lejos del entorno inmediato de la20
membrana citoplásmica, incluyendo el volumen total del sobrenadante del cultivo.

Preferiblemente, se entiende que "tipo silvestre" de una célula significa una célula en la que el genoma está presente
en un estado tal como se ha formado naturalmente por evolución. El término se usa tanto para toda la célula como
para los genes individuales. En particular, aquellas células o aquellos genes de los que se han modificado las
secuencias génicas al menos parcialmente por seres humanos por medio de métodos recombinantes no entran, por25
lo tanto, dentro del término "tipo silvestre".

Como se usa en el presente documento, el término "proteína" debe entenderse en su sentido más amplio como un
compuesto que comprende dos o más aminoácidos que están conectados mediante un enlace de péptidos, siendo el
compuesto el producto de la biosíntesis de proteínas celulares. Por lo tanto, la expresión "proteína" no solo abarca
proteínas de alto peso molecular (es decir, proteínas que tienen un alto peso molecular de más de 10.000 Da), sino30
también dipéptidos, tripéptidos, tetrapéptidos, pentapéptidos, oligopéptidos que comprenden hasta 10 aminoácidos,
polipéptidos que comprenden de 10 a 100 aminoácidos y macropéptidos que comprenden más de 100 aminoácidos.
Adicionalmente, dependiendo de la naturaleza de la proteína, pueden comprender, además de los aminoácidos
polimerizados, componentes adicionales, tales como residuos de azúcar resultantes de la co- o post-glicosilación
translacional.35

La proteína puede ser, por ejemplo, una hormona, una toxina, un anticuerpo, una proteína estructural (tal como
colágeno), una enzima, una proteína de transporte o una proteína reguladora. Pueden seleccionarse proteínas
adecuadas entre el grupo que consiste en una hormona del crecimiento incluyendo hormona del crecimiento humano,
hormona del crecimiento humano des-N-metionilo y hormona del crecimiento bovino; factor relacionado con hormona
del crecimiento; hormona paratirodea; hormona estimulante de la tiroides; tiroxina; lipoproteínas; α1-antitripsina;40
cadena A de la insulina; cadena B de la insulina; proinsulina; hormona foliculoestimulante; calcitonina; hormona
luteinizante; glucagón; factores de coagulación, tales como factor VIIIC, factor IX, factor tisular y factor de von
Willebrand; factores anticoagulantes, tales como Proteína C; factor natriurético atrial; tensioactivo pulmonar; un
activador de plasminógeno, tal como uroquinasa u orina humana o activador tisular del plasminógeno (t-PA);
bombesina; trombina; factor de crecimiento hematopoyético; factor de necrosis tumoral alfa y beta; encefalinasa; una45
albúmina sérica, tal como seroalbúmina humana; sustancia inhibidora mulleriana; cadena A de relaxina; cadena B de
relaxina; prorrelaxina; péptido asociado a gonadotropina de ratón; una proteína microbiana, tal como beta-lactamasa;
DNasa; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial vascular; receptores para hormonas o factores de
crecimiento; integrina; trombopoyetina; proteína A o D; factores reumatoides; un factor neurotrófico tal como factor
neurotrófico derivado del hueso (BDNF), neurotrofina-3, -4, -5 o -6 (NT-3, NT-4, NT-5 o NT-6), o un factor de50
crecimiento nervioso, tal como NGF-β; factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF); factor de crecimiento de
fibroblastos, tal como aFGF y bFGF; factor de crecimiento epidérmico (EGF); factor de crecimiento transformante
(TGF), tal como TGF-alfa y TGF-beta, incluyendo TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3, TGF-β4 o TGF-β5; factores I de II de
crecimiento similares a la insulina (IGF-I y IGF-II); proteínas de unión al factor de crecimiento similar a la insulina;
proteínas CD, tales como CD-3, CD-4, CD-8 y CD-19; eritropoyetina; factores osteoinductivos; immunotoxinas; una55
proteína morfogenética ósea (BMP); somatotropinas; un interferón, tal como interferón-alfa, -beta y -gamma; factores
estimulantes de colonias (FEC), por ejemplo, M-FEC, GM-FEC y G-FEC; interleucinas (IL), por ejemplo, IL-1 a IL-10;
superóxido dismutasa; receptores de linfocitos T; proteínas periféricas de la membrana; factor acelerador de la
desintegración; antígenos virales, tales como, por ejemplo, una porción de la envoltura del SIDA; proteínas de
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transporte; receptores de asentamiento; adresinas; proteínas reguladoras; anticuerpos; y fragmentos de cualquiera de
los polipéptidos listados anteriormente. Las enzimas adecuadas incluyen transglutaminasas, deshidrogenasas (tales
como alcohol deshidrogenasas), monooxigenasas, lipasas, proteasas, celulasas, glucosidasas (tales como amilasas,
xilanasas, sacarasas, maltasas, arabinasas, isomaltasas o fructasas), nucleasas (tales como ribonucleasas,
desoxirribonucleasas, exonucleasas, endonucleasas, topoisomerasas o ligasas), fosfatasas (tales como fitasas o5
fosfatasas alcalinas), polimerasas (tales como ADN polimerasas o ARN polimerasas) así como liasas.

Las células que son particularmente preferidas de acuerdo con la invención son aquellas de los géneros
Corynebacterium, Brevibacterium, Bacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Candida, Pichia, Kluveromyces,
Saccharomyces, Escherichia, Zymomonas, Yarrowia, Mycobacterium, Methylobacterium, Ralstonia Clostridium y
Pseudomonas, donde son particularmente preferidas Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum,10
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Kluveromyces lactis, Candida blankii, Candida rugosa, Corynebacterium
glutamicum, Corynebacterium efficiens, Zymonomas mobilis, Yarrowia lipolytica, Methylobacterium extorquens,
Ralstonia eutropha y Pichia pastoris. Las células que son las más preferidas de acuerdo con la invención son aquellas
de los géneros Corynebacterium, Bacillus, Mycobacterium, Escherichia, Saccharomyces y Pichia, donde son cepas
bacterianas muy particularmente preferidas Corynebacterium glutamicum, Bacillus subtilis y Escherichia coli.15

También son particularmente adecuadas células seleccionadas entre el grupo que consiste en Corynebacterium
glutamicum ATCC13032, Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806, Corynebacterium acetoacidophilum
ATCC13870, Corynebacterium melassecola ATCC17965, Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,
Brevibacterium flavum ATCC14067, Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 y Brevibacterium divaricatum
ATCC14020, y mutantes y cepas producidas a partir de las mismas que secretan proteínas.20

Las células de acuerdo con la presente invención que están modificadas genéticamente con respecto a su tipo silvestre
se caracterizan por que comprenden una secuencia génica que codifica una proteína fluorescente, en la que la
expresión de la proteína fluorescente depende de la cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana
citoplásmica al espacio extracitosólico.

Todas las secuencias génicas conocidas para el experto en la materia que codifican una proteína fluorescente son25
posibles como una secuencia génica que codifica una proteína fluorescente. Son particularmente adecuadas las
secuencias génicas que codifican proteínas autofluorescentes del género Aequora, tales como proteína verde
fluorescente (GFP), y variantes de la misma, que son fluorescentes en un intervalo de longitud de onda diferente (por
ejemplo, proteína amarilla fluorescente, YFP; proteína azul fluorescente, BFP; proteína cian fluorescente, CFP) o de
las cuales se potencia la fluorescencia (GFP o EGFP, o EYFP, EBFP o ECFP mejoradas). Sin embargo, también30
pueden usarse secuencias génicas que codifican otras proteínas fluorescentes, por ejemplo, DsRed, HcRed, AsRed,
AmCyan, ZsGreen, AcGFP, ZsYellow, tales como las que se conocen de BD Biosciences, Franklin Lakes, Estados
Unidos de América. También son adecuadas secuencias génicas que codifican proteínas fluorescentes tales como la
proteína fluorescente basada en flavín mononucleótido (FbFP) que pueden obtenerse de Evocatal GmbH, Monheim,
Alemania.35

La característica según la cual la expresión de la proteína fluorescente depende de la cantidad de proteína que se
secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico y, por lo tanto, puede controlarse por la célula
en función de la secreción de esta proteína, puede realizarse de acuerdo con la invención al nivel de transcripción.
Dependiendo de la cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico
se forma en consecuencia más o menos ARNm que puede traducirse en los ribosomas para formar las proteínas40
fluorescentes.

A este respecto, el control de la expresión al nivel de traducción se ve afectado por la secuencia génica que codifica
la proteína fluorescente que está bajo el control de al menos un promotor heterólogo que, en el tipo silvestre de la
célula, controla la expresión de un gen del cual la expresión en la célula de tipo silvestre depende de la cantidad de
proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico. Una secuencia de ADN que45
codifica una proteína fluorescente y que está bajo el control de dicho promotor se denomina posteriormente "sensor".

La frase "bajo el control de al menos un promotor heterólogo" indica que de manera natural el promotor, en particular
en la célula fuente a partir de la cual se ha aislado al menos un promotor y que opcionalmente está modificada
genéticamente para aumentar adicionalmente la eficacia del promotor, no regula la expresión de una secuencia génica
que codifica la proteína fluorescente. A este respecto, la frase "que se deriva de dicho promotor" significa que el menos50
uno de los promotores que está contenido en la célula modificada genéticamente de acuerdo con la presente invención
(es decir, la célula que comprende el sensor) y que regula la expresión de la secuencia génica que codifica la proteína
fluorescente no tiene que ser un promotor que deba estar contenido con una secuencia de ácido nucleico idéntica en
una célula fuente. En vez de esto, con el propósito de aumentar la eficacia del promotor, esta secuencia de promotor
puede haberse modificado, por ejemplo, mediante inserción, eliminación o intercambio de bases individuales, por55
ejemplo mediante palindromización de secuencias individuales de ácido nucleico. El al menos un promotor que regula
la expresión de la secuencia génica que codifica la proteína fluorescente tampoco tiene que ser necesariamente un
promotor o derivado de un promotor que esté contenido en el genoma de la propia célula modificada genéticamente
(es decir, en el genoma de la célula de acuerdo con la presente invención que comprende el sensor). Sin embargo,
puede resultar completamente ventajoso si el al menos un promotor es un promotor o se deriva de un promotor que60
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esté contenido en el genoma de la propia célula modificada genéticamente y en la célula modificada genéticamente
controle ahí la expresión de un gen, la expresión del cual depende de la cantidad de proteína que se secreta a través
de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.

En la célula de acuerdo con la presente invención, la secuencia génica que codifica la proteína fluorescente está bajo
el control de al menos un promotor. Es preferible que se entienda que la expresión "bajo el control de al menos un5
promotor" en este contexto significa que la secuencia génica que codifica la proteína fluorescente está unida
funcionalmente a el al menos un promotor. El al menos un promotor y la secuencia génica que codifica la proteína
fluorescente están unidos funcionalmente si estas dos secuencias y, opcionalmente, elementos reguladores
adicionales, tales como, por ejemplo, un terminador, están dispuestos secuencialmente de modo que cada uno de los
elementos reguladores pueda cumplir su función en la expresión transgénica de la secuencia de ácido nucleico. Para10
esto, no es absolutamente necesaria una unión directa en el sentido químico. Las secuencias de control genético,
tales como, por ejemplo, secuencias amplificadoras, también pueden ejercer su función sobre la secuencia diana
desde posiciones más retiradas o incluso desde otras moléculas de ADN. Se prefieren las disposiciones en las que la
secuencia génica que codifica la proteína fluorescente se sitúa tras la secuencia promotora (es decir, en el extremo
3'), de modo que las dos secuencias están enlazadas covalentemente entre sí. También es posible que la secuencia15
génica que codifica la proteína fluorescente y el promotor estén unidos funcionalmente entre sí de modo que todavía
exista una secuencia parcial gel gen homólogo (es decir, aquel gen cuya expresión en la célula de tipo silvestre está
regulada por el promotor) entre estas dos secuencias génicas. En la expresión de dicha construcción de ADN, se
obtiene una proteína de fusión a partir de la proteína fluorescente y la secuencia de aminoácidos que está codificada
por la secuencia parcial correspondiente del gen homólogo. Las longitudes de dichas secuencias parciales del gen20
homólogo no son críticas siempre y cuando no se vea notablemente alterada la capacidad funcional de la proteína
fluorescente, es decir, su propiedad de ser fluorescente cuando se excita con luz de una longitud de onda particular.

Además del al menos un promotor y la secuencia génica que codifica la proteína fluorescente, de acuerdo con esta
realización particular, la célula de acuerdo con la presente invención también puede comprender una secuencia génica
que codifica un regulador, en la que el regulador es preferiblemente una proteína que interactúa de cualquier manera,25
directamente o indirectamente, con una proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio
extracitosólico o con una variante de dicha proteína, en particular con una versión mal plegada de la proteína. Esta
interacción directa o indirecta entre el regulador y la proteína, que influye en la afinidad de unión de la secuencia
promotora a la ARN polimerasa, depende de la cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana
citoplásmica al espacio extracitosólico. En este contexto, en principio el regulador pude ser un activador o un represor.30

De acuerdo con la invención, en principio son promotores posibles todos los promotores que normalmente controlan,
mediante una unión funcional, la expresión de un gen cuya expresión depende de la cantidad de proteína que se
secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico. La proteína codificada por dicho gen
pertenece preferiblemente al grupo que comprende proteasas, peptidasas, proteínas de choque térmico, proteínas de
choque fágico, factores sigma, factores anti-sigma, sistemas de transducción de señal de dos componentes, sistemas35
de transducción de señal de tres componentes, transportadores ABC, proteínas asociadas a membrana, proteínas
periplásmicas, proteínas secretoras putativas, proteínas reguladoras (que por sí mismas regulan otras proteínas),
proteínas implicadas en la biogénesis de la pared celular, proteínas implicadas en la biogénesis del ácido teicoico,
proteínas fijadoras de penicilinas, proteínas implicadas en la biogénesis de la membrana externa, chaperonas
asociadas a la membrana, chaperonas periplásmicas, proteínas sensibles a antibióticos de la pared celular (tales como40
bacitracina, vancomicina), proteínas sensibles a choque alcalino, proteínas sensibles a detergentes, proteínas
sensibles a fenol, proteínas sensibles a disolventes orgánicos, proteínas implicadas en la osmoprotección o proteínas
de función desconocida que responden a la secreción de proteínas dependientes de Sec, antibióticos de la pared
celular, choque alcalino, detergentes, fenol o disolventes orgánicos, etc.

Los promotores pueden ser además aquellos promotores que, en el caso de una secreción aumentada de proteína a45
través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico, interactúan con activadores particulares y de este modo
provocan la expresión de la secuencia génica que codifica la proteína fluorescente, o promotores que se inhiben
mediante un represor, difundiéndose el represor lejos del promotor en el caso de una secreción aumentada de proteína
a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico, como resultado de lo cual se elimina la inhibición y
se efectúa la expresión de la secuencia génica que codifica la proteína fluorescente.50

A continuación se describirán ahora con mayor detalle ejemplos adecuados de células de acuerdo con la presente
invención. Sin embargo, debe enfatizarse en este punto que la presente invención no se limita a los siguientes
ejemplos.

La célula modificada genéticamente puede ser una célula de Corynebacterium modificada genéticamente que
comprende una secuencia que codifica una proteína fluorescente bajo el control del promotor cg0706 (Pcg0706) o una55
variante del mismo, el promotor cg0996 (Pcg0996) o una variante del mismo, el promotor cg0998 (Pcg0998) o una
variante del mismo, el promotor cg1325 (Pcg1325) o una variante del mismo o combinaciones de estos promotores o
variantes, en particular combinaciones del promotor cg0996 (Pcg0996) o una variante del mismo y el promotor cg0998
(Pcg0998) o una variante del mismo, en donde el promotor cg0996 (Pcg0996) o la variante del mismo está situado
cadena arriba del promotor cg0998 (Pcg0998) o la variante del mismo, que a su vez está fusionado a una secuencia60
que codifica una secuencia génica de proteína fluorescente. Si la secuencia que codifica una proteína fluorescente
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está bajo el control de una combinación del promotor cg0996 (Pcg0996) o la variante del mismo y el promotor cg0998
(Pcg0998) o la variante del mismo, en donde el promotor cg0996 (Pcg0996) o la variante del mismo está situado
cadena arriba del promotor cg0998 (Pcg0998) o la variante del mismo, la secuencia del promotor cg0998 o la variante
del mismo puede estar conectada directamente al promotor cg0996 o a la variante del mismo o puede estar separada
del promotor cg0996 o de la variante del mismo por hasta 2500 pares de bases, preferiblemente hasta 1000 pares de5
bases y más preferiblemente hasta 200 pares de bases.

En este caso, una secreción aumentada de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico
conduce a una expresión de la proteína fluorescente. En el caso del promotor cg0706, el promotor cg0998, el promotor
cg1325 o una variante de estos promotores, dicha célula puede comprender adicionalmente, además del promotor y
la secuencia de la proteína fluorescente que está bajo el control del promotor, una secuencia génica que codifica el10
regulador cg0706-cg1325 o una variante de esta secuencia o el regulador cg0996-cg0998 o una variante de esta
secuencia. La secuencia de ADN del promotor cg0706 se corresponde a la SEQ ID NO 01, la secuencia de ADN del
promotor cg0996 se corresponde a la SEQ ID NO 02, la secuencia de ADN del promotor cg0998 se corresponde a la
SEQ ID NO 03 y la secuencia de ADN del promotor cg1325 se corresponde a la SEQ ID NO 04. La secuencia de ADN
que codifica el regulador cg0706-cg1325 se corresponde a la SEQ ID NO 05, la secuencia de ADN que codifica el15
regulador cg0996-cg0998 se corresponde a la SEQ ID NO 06.

La célula modificada genéticamente también puede ser una célula de Bacillus modificada genéticamente que
comprende una secuencia que codifica una proteína fluorescente bajo el control del promotor htrA (PhtrA) o una
variante del mismo. En este caso, una secreción aumentada de proteína a través de la membrana citoplásmica al
espacio extracitosólico también conduce a una expresión de la proteína fluorescente. En el caso del promotor htrA,20
dicha célula puede comprender adicionalmente, además del promotor y la secuencia de la proteína fluorescente que
está bajo el control del promotor, una secuencia génica que codifica el regulador Css o una variante de esta secuencia.
La secuencia de ADN del promotor htrA que se regula por el regulador Css se corresponde a la SEQ ID NO 07 y la
secuencia de ADN que codifica el regulador Css se corresponde a la SEQ ID NO 08.

La célula modificada genéticamente puede ser una célula de Bacillus modificada genéticamente que comprende una25
secuencia que codifica una proteína fluorescente bajo el control del promotor liaL (PliaL) o una variante del mismo. En
este caso, una secreción aumentada de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico
conduce de nuevo a una expresión de la proteína fluorescente. En el caso del promotor liaL, dicha célula puede
comprender adicionalmente, además del promotor y la secuencia de la proteína fluorescente que está bajo el control
del promotor, una secuencia génica que codifica el regulador LiaR o una variante de esta secuencia, una secuencia30
génica que codifica la proteína LiaF o una variante de esta secuencia, una secuencia génica que codifica la proteína
LiaS o una variante de esta secuencia o una combinación de dos o más de estas secuencias. La secuencia de ADN
del promotor liaL que se regula mediante el regulador LiaR se corresponde a la SEQ ID NO 09, la secuencia de ADN
que codifica el regulador LiaR se corresponde a la SEQ ID NO 10, la secuencia de ADN que codifica la proteína LiaF
se corresponde a la SEQ ID NO 11 y la secuencia de ADN que codifica la proteína LiaS se corresponde a la SEQ ID35
NO 12.

La célula modificada genéticamente puede ser una célula de Mycobakterium modificada genéticamente que
comprende una secuencia que codifica una proteína fluorescente bajo el control del promotor mprA (PmprA) o una
variante del mismo. En este caso, una secreción aumentada de proteína a través de la membrana citoplásmica al
espacio extracitosólico conduce de nuevo a una expresión de la proteína fluorescente. En el caso del promotor mprA,40
dicha célula puede comprender adicionalmente, además del promotor y la secuencia de la proteína fluorescente que
está bajo el control del promotor, una secuencia génica que codifica el regulador MprB o una variante de esta
secuencia, una secuencia génica que codifica el factor sigma σE (SigE) o una variante de esta secuencia o una
combinación de ambas secuencias. La secuencia de ADN del promotor mprA que se regula mediante el regulador
MprB por medio del factor sigma σE (SigE) se corresponde a la SEQ ID NO 13, la secuencia de ADN que codifica el45
regulador MprB se corresponde a la SEQ ID NO 14 y la secuencia de ADN que codifica el factor sigma σE (SigE) se
corresponde a la SEQ ID NO 15.

La célula modificada genéticamente también puede ser una célula de Escherichia modificada genéticamente que
comprende una secuencia que codifica una proteína fluorescente bajo el control del promotor htrA o una variante del
mismo. En este caso, una secreción aumentada de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio50
extracitosólico también conduce a una expresión de la proteína fluorescente. En el caso del promotor htrA, dicha célula
puede comprender adicionalmente, además del promotor y la secuencia de la proteína fluorescente que está bajo el
control del promotor, una secuencia génica que codifica el regulador CpxR o una variante de esta secuencia. La
secuencia de ADN del promotor htrA que se regula por el regulador CpxR se corresponde a la SEQ ID NO 16 y la
secuencia de ADN que codifica el regulador CpxR se corresponde a la SEQ ID NO 17.55

El término "variante" como se ha usado anteriormente cuando al describir un determinado promotor X o la secuencia
génica Y que codifica un determinado regulador comprende

(1) todos los ácidos nucleicos que son al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90
%, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un
99,5 %, al menos un 99,6 %, al menos un 99,7 %, al menos un 99,8 % o al menos un 99,9 %, lo más preferiblemente60
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un 100 % idénticos a las secuencias génicas X e Y, respectivamente, siendo la identidad, la identidad sobre la
longitud total del ácido nucleico correspondiente;

(2) en caso de una secuencia génica Y que codifica un determinado regulador, todos los ácidos nucleicos que
codifican una secuencia de aminoácidos que es al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos
un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos5
un 99,5 %, al menos un 99,6 %, al menos un 99,7 %, al menos un 99,8 % o al menos un 99,9 %, lo más
preferiblemente un 100 % idéntica a la secuencia de aminoácidos del regulador correspondiente;

(3) en caso de una secuencia génica Y que codifica un regulador, todos los ácidos nucleicos que codifican el mismo
regulador, pero que difieren de la secuencia génica Y debido a la degeneración del código genético.

(4) todos los ácidos nucleicos capaces de hibridarse en condiciones rigurosas con una secuencia complementaria10
de las secuencias X e Y, respectivamente.

El término "hibridación" como se usa en el presente documento incluye "cualquier proceso mediante el cual una cadena
de molécula de ácido nucleico se une con una cadena complementaria a través del emparejamiento de bases" (J.
Coombs (1994) Dictionary of Biotechnology, Stockton Press, Nueva York). La hibridación y la fuerza de hibridación (es
decir, la fuerza de la asociación entre las moléculas de ácido nucleico) se ven afectadas por factores tales como el15
grado de complementariedad entre las moléculas de ácido nucleico, la rigurosidad de las condiciones implicadas, la
Tf del híbrido formado y la proporción G:C dentro de las moléculas de ácido nucleico.

Como se usa en el presente documento, el término "Tf" se usa en referencia a la "temperatura de fusión". La
temperatura de fusión es la temperatura a la cual una población de moléculas de ácido nucleico bicatenario se disocia
a medias en cadenas individuales. La ecuación para calcular la Tf de moléculas de ácido nucleico es bien conocida20
en la técnica. Según se indica mediante referencias convencionales, una estimación simple del valor de la Tf puede
calcularse mediante la ecuación: Tf = 81,5 + 0,41(% de G+C), cuando un ácido nucleico está en una solución acuosa
en NaCl 1 M (véase por ejemplo, Anderson y Young, Quantitative Filter Hybridization, in Nucleic Acid Hybridization
(1985)). Otras referencias incluyen cálculos más complejos, que tienen en cuenta características tanto estructurales
como de secuencia para el cálculo de la Tf. Las condiciones rigurosas son conocidas para los expertos en la materia25
y pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6.

En particular, la expresión "condiciones rigurosas" se refiere a condiciones, en las que 100 nucleótidos contiguos o
más, 150 nucleótidos contiguos o más, 200 nucleótidos contiguos o más o 250 nucleótidos contiguos o más, que son
un fragmento o idénticos a la molécula complementaria de ácido nucleico (ADN, ARN, ADNmc o ARNmc) se hibdridan
en condiciones equivalentes a la hibridación en dodecilsulfato sódico al 7 % (SDS), NaPO4 0,5 M , EDTA 1 mM a 5030
°C con lavado con 2 × SSC, SDS al 0,1 % a 50 °C o 65 °C, preferiblemente a 65 °C, con una molécula de ácido
nucleico específica (ADN; ARN, ADNmc o ARNmc). Preferiblemente, las condiciones de hibridación son equivalentes
a la hibridación en dodecil sulfato sódico al 7 % (SDS), NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C con lavado con 1 × SSC,
SDS al 0,1 % a 50 °C o 65 °C, preferiblemente 65 °C, más preferiblemente las condiciones de hibridación son
equivalentes a la hibridación en dodecil sulfato sódico al 7 % (SDS), NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C con lavado35
con 0,1 × SSC, SDS al 0,1 % a 50 °C o 65 °C, preferiblemente 65 °C. Preferiblemente, los nucleótidos complementarios
se hibridan con un fragmento o los ácidos nucleicos fruA completos. Como alternativa, las condiciones de hibridación
preferidas abarcan hibridación a 65 °C en 1 × SSC o a 42 °C en 1 × SSC y formamida al 50 %, seguido de lavado a
65 °C en 0,3 × SSC o hibridación a 50 °C en 4 × SSC o a 40 °C en 6 × SSC y formamida al 50 %, seguido de lavado
a 50 °C en 2 × SSC. Otras condiciones de hibridación preferidas son SDS al 0,1 %, SSD 0,1 y 65 °C.40

Por lo tanto, en principio hay diversas posibilidades para producir una célula de acuerdo con la invención que
comprende un promotor descrito anteriormente y un ácido nucleico que codifica una proteína fluorescente y está bajo
el control de este promotor.

Una primera posibilidad consiste en, por ejemplo, partir de una célula cuyo genoma ya comprende uno de los
promotores descritos anteriormente y preferiblemente una secuencia génica que codifica el regulador correspondiente,45
y después introducir en el genoma de la célula una secuencia génica que codifica una proteína fluorescente de modo
que esta secuencia génica esté bajo el control del promotor. Si fuera adecuado, puede modificarse la propia secuencia
de ácido nucleico del promotor, antes o después de la integración de la secuencia génica que codifica la proteína
fluorescente en el genoma, con uno o más intercambios de nucleótidos, eliminaciones de nucleótidos o inserciones
de nucleótidos con el propósito de aumentar la eficacia del promotor.50

Una segunda posibilidad consiste, por ejemplo, en introducir en la célula una o más construcciones de ácido nucleico
que comprenden la secuencia promotora y la secuencia génica que codifica la proteína fluorescente y está bajo el
control del promotor, siendo aquí también posible modificar la secuencia de ácido nucleico del propio promotor con
uno o más intercambios de nucleótidos, eliminaciones de nucleótidos o inserciones de nucleótidos con el propósito de
aumentar la eficacia del promotor. La inserción de la construcción de ácido nucleico de manera cromosómica o55
extracromosómica, por ejemplo en un vector replicante extracromosómico. Son vectores adecuados aquellos que se
replican en las cepas bacterianas particulares. Numerosos vectores de plásmidos conocidos, tales como, por ejemplo,
pZl (Menkel et al., Applied and Environmental Microbiology (1989) 64: 549-554), pEKExl (Eikmanns et al., Gene 102:
93-98 (1991)) o pHS2-1 (Sonnen et al., Gene 107: 69-74 (1991)) están basados en los plásmidos crípticos pHM1519,
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pBL1 o pGA1. Otros vectores de plásmidos, tales como, por ejemplo, aquellos que están basados en pCG4
(documento US 4.489.160) o pNG2 (Serwold-Davis et al., FEMS Microbiology Letters 66, 119-124 (1990)), o pAG1
(documento US 5.158.891), pueden utilizarse de la misma manera. Sin embargo, esta lista no es limitante para la
presente invención.

Las instrucciones para la producción de construcciones de genes que comprenden un promotor y una secuencia5
génica bajo el control de este promotor y la integración de dicha construcción en el cromosoma de una célula o la
transferencia de un vector de replicación extracromosómica que comprende esta construcción de genes en una célula
son suficientemente conocidas para el experto en la materia, por ejemplo a partir de Martin et al. (Bio/Technology 5,
137-146 (1987)), a partir de Guerrero et al. (Gene 138, 35-41 (1994)), a partir de Tsuchiya y Morinaga (Bio/Technology
6, 428-430 (1988)), a partir de Eikmanns et al. (Gene 102, 93-98 (1991)), a partir del documento EP-A-0 472 869, a10
partir del documento US 4.601.893, a partir de Schwarzer y Pühler (Bio/Technology 9, 84-87 (1991), a partir de
Remscheid et al. (Applied and Environmental Microbiology 60, 126-132 (1994)), a partir de LaBarre et al. (Journal of
Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)), a partir del documento WO-A-96/15246, a partir de Malumbres et al. (Gene 134,
15-24 (1993), a partir del documento JP-A-10-229891, a partir de Jensen y Hammer (Biotechnology and
Bioengineering 58, 191-195 (1998)) y a partir de libros de texto de genética y biología molecular conocidos.15

La presente invención también se refiere a un método para la identificación de una célula que se caracteriza por una
secreción aumentada de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico en una suspensión
celular, comprendiendo el método las etapas:

α1) provisión de una suspensión celular que comprende las células de acuerdo con la presente invención que
están modificadas genéticamente con respecto a su tipo silvestre y que comprende una secuencia génica que20
codifica una proteína fluorescente, en la que la expresión de la proteína fluorescente depende de la cantidad de
proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;

α2) modificación genética de las células para obtener una suspensión celular en la que las células difieren con
respecto a la cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;

α3) identificación de células individuales en la suspensión celular que tengan una secreción aumentada de proteína25
a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;

α4) opcionalmente separación de las células identificadas desde la suspensión celular.

En la etapa α1) del método de acuerdo con la invención, se proporciona en primer lugar una suspensión celular que
comprende un medio nutritivo y un gran número de células modificadas genéticamente descritas anteriormente.

En la α2) del método de acuerdo con la invención, una o más de las células en la suspensión celular se modifica o30
modifican después genéticamente para obtener una suspensión celular en la que las células difieren con respecto a
la cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.

La modificación genética de la suspensión celular puede realizarse mediante mutagénesis dirigida o no dirigida o
mediante ingeniería metabólica, prefiriéndose particularmente la mutagénesis no dirigida.

En la mutagénesis dirigida, se generan mutaciones en genes particulares de la célula de una manera controlada. Las35
mutaciones posibles son transiciones, transversiones, inserciones y eliminaciones. Dependiendo del efecto del
intercambio de aminoácidos sobre la actividad de la enzima, se hace referencia a "mutaciones de cambio de sentido"
o "mutaciones sin sentido". Las inserciones o eliminaciones de al menos un par de bases en un gen conducen a
"mutaciones del marco de lectura", como consecuencia de las cuales se incorporan aminoácidos incorrectos o se
interrumpe prematuramente la traducción. Las eliminaciones de varios codones conducen típicamente a una pérdida40
completa de la actividad enzimática. Las instrucciones para generar dichas mutaciones pertenecen a la técnica anterior
y pueden encontrarse en libros de texto de genética y biología molecular conocidos, tales como, por ejemplo, el libro
de texto de Knippers ("Molekulare Genetik", 6ª edición, Georg Thieme-Verlag, Stuttgart, Alemania, 1995), el de
Winnacker ("Gene und Klone", VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim, Alemania, 1990) o el de Hagemann ("Allgemeine
Genetik", Gustav Fischer-Verlag, Stuttgart, 1986). Pueden encontrarse detalles, en particular referencias bibliográficas45
útiles relacionadas con estos métodos de mutagénesis dirigida, por ejemplo, en el documento DE-A-102 24 088.

Sin embargo, es particularmente preferible de acuerdo con la invención si la modificación genética en la etapa α2) del
método se realiza mediante mutagénesis no dirigida. Un ejemplo de dicha mutagénesis no dirigida es el tratamiento
de las células con productos químicos, tales como, por ejemplo, N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina o irradiación de
las células con luz UV. Dichos métodos para inducir mutaciones son generalmente conocidos y pueden buscarse,50
entre otros, en Miller ("A Short Course in Bacterial Genetics, A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli
and Related Bacteria" (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1992)) o en el libro de referencia "Manual of Methods for
General Bacteriology" de la American Society for Bacteriology (Washington D.C., Estados Unidos de América, 1981).

De acuerdo con una realización adicional del proceso de acuerdo con la presente invención, esto también es posible
si en la etapa α2) del método, la modificación genética se consigue mediante ingeniería metabólica. Como se usa en55
el presente documento, la expresión "ingeniería metabólica" se refiere a una modificación genética dirigida de la
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información celular genética. Esta modificación incluye la introducción de genes en una especie que no pertenecen a
la especie (es decir, genes heterólogos), la duplicación de genes nativos (es decir, genes homólogos), la eliminación
de genes, la redisposición de genes homólogos o heterólogos o la introducción de secuencias reguladoras, tales como
secuencias señal, atenuadores, promotores o terminadores. Los métodos para realizar ingeniería metabólica son
conocidos en la técnica y pueden derivarse de libros de texto conocidos sobre genética y biología molecular, tales5
como el libro de texto Mülhardt ("The experimenter: molecular biology / genomics", 6ª edición, Spektrum Akademischer
Verlag, Heidelberg, Alemania, 2009), de Wink ("Molecular Biotechnology: Concepts, Methods and Applications", 2ª
edición, Wiley -VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim, Alemania, 2011).

Un ejemplo de ingeniería metabólica es la introducción de secuencias reguladoras que codifican los péptidos señal
Sec y, cuando se fusionan directa o indirectamente con un gen que codifica una secuencia de proteínas, debido a la10
secreción de la proteína de fusión desde la célula (Rusch and Kendall, 2007, "Interactions that drive Sec-dependent
bacterial protein transport", Biochemistry 46, 9665e9673; Bendtsen et al., 2004: "Improved prediction of signal
peptides: SignalP 3.0", J. Mol. Biol. 340, 783e795; Nielsen et al., 1997: "Identification of prokaryotic and eukaryotic
signal peptides and prediction of their cleavage sites", Protein Eng. 10, 1e6; von Heijne y Abrahmsen, 1989: "The
structure of signal peptides from bacterial lipoproteins", Protein Eng. 2, 531e534; von Heijne, 1989: "Species-specific15
variation in signal peptide design: Implications for protein secretion in foreign hosts", FEBS Lett. 244, 439e446; Dalbey
et al., 2012: "Membrane proteases in the bacterial protein secretion and quality control pathway", Microbiol. Mol. Biol.
Rev. 76, 311e350). Otros ejemplos de ingeniería metabólica son la variación del uso del codón del gen codificante de
proteínas, la variación del promotor bajo el control del cual se encuentra el gen codificante de proteínas o la variación
del sitio de unión a ribosomas en la región cadena arriba del gen codificante de proteínas.20

Mediante la modificación genética de la célula en la etapa α2) del método, dependiendo de la naturaleza de la mutación
que ha tenido lugar en la célula, en una célula particular, por ejemplo como consecuencia de una actividad enzimática
aumentada o reducida, una expresión aumentada o reducida de una enzima particular, una actividad aumentada o
reducida de una proteína de transporte particular, una expresión aumentada o reducida de una proteína de transporte
particular, una mutación en una proteína reguladora, una mutación en una secuencia reguladora, una mutación en25
una proteína estructural, una mutación en un elemento de control de ARN, la introducción de una nueva actividad
enzimática (heteróloga), la introducción de una nueva proteína reguladora (heteróloga), la introducción de una nueva
secuencia reguladora (heteróloga o sintética), la introducción de una nueva proteína estructural (heteróloga) o la
introducción de un nuevo elemento de control de ARN (heterólogo), puede haber un aumento de la secreción de
proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico que tiene influencia sobre la expresión de la30
proteína fluorescente por la interacción con una proteína reguladora correspondiente mediante el promotor. Una célula
en la que se aumenta la secreción de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico como
consecuencia de la mutación se distingue por lo tanto en que la proteína fluorescente se forma en esta célula. Por lo
tanto, el gen para la proteína fluorescente actúa como un gen indicador para una secreción aumentada de proteína a
través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.35

En la etapa α3) del método, del método de acuerdo con la invención, las células individuales en la suspensión celular
que tienen una secreción aumentada de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico se
identifican por tanto mediante la detección de la actividad de fluorescencia intracelular. Para esto, la suspensión celular
se expone a radiación electromagnética en aquella frecuencia que excita las proteínas fluorescentes para la emisión
de luz.40

De acuerdo con una configuración particular del método de acuerdo con la invención, después, preferiblemente justo
después de la identificación de las células en la etapa α3) del método, se realiza una etapa α4) del método más, en la
que las células identificadas se separan de la suspensión celular, realizándose preferiblemente esta separación por
medio de citometría de flujo (FACS = separación de células activadas por fluorescencia), muy particular y
preferiblemente por medio de citometría de flujo de alto rendimiento (HT-FACS = separación de células activadas por45
fluorescencia de gran productividad). Pueden encontrarse detalles sobre el análisis de las suspensiones celulares por
medio de citometría de flujo, por ejemplo, en Sack U, Tarnok A, Rothe G (eds.): Zelluläre Diagnostik. Grundlagen,
Methoden und klinische Anwendungen der Durchflusszytometrie, Basel, Karger, 2007, páginas 27 - 70.

Por medio del método de acuerdo con la invención, en una suspensión celular en la que se han generado mutaciones
dirigidas o no dirigidas en las células o en la que se ha alterado la información genética por ingeniería metabólica, es50
por lo tanto posible aislar de una manera dirigida, sin influir en la vitalidad de las células, aquellas células en las que
la mutación ha conducido a una secreción aumentada de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio
extracitosólico.

El sensor de acuerdo con la presente invención no solo puede identificarse para identificar mutaciones genéticas que
conducen a una secreción aumentada de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico55
como se ha descrito anteriormente, el sensor también puede utilizarse

- para identificar células que se caracterizan por una secreción particularmente alta de una proteína deseada a
través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico en una suspensión celular que comprende una
pluralidad de células genéticamente diferentes,
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- para optimizar las condiciones de cultivo celular para la secreción de una proteína deseada a través de la
membrana citoplásmica al espacio extracitosólico,

- para optimizar el medio de cultivo para la secreción de una proteína deseada a través de la membrana citoplásmica
al espacio extracitosólico, o

- para identificar un compuesto que se caracteriza por una actividad antibiótica debida a su propiedad de dañar la5
membrana de una célula bacteriana o para analizar el efecto de dicho compuesto sobre una población de células
bacterianas genéticamente diferentes

como se describe en los siguientes métodos que comprenden las etapas de método β1) a β3), γ1) a γ3), (δ1) a δ3) o
ε1) a ε3).

La presente invención también se refiere a un método para la identificación de una célula que se caracteriza por una10
alta secreción de proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico en una suspensión
celular o para la identificación de una suspensión celular que comprende células que se caracterizan por una alta
secreción de proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico, comprendiendo el
método las etapas:

β1) provisión de15

- una suspensión celular que comprende una pluralidad de células de acuerdo con la presente invención que
están genéticamente modificadas con respecto a su tipo silvestre y que comprenden una secuencia génica que
codifica una proteína fluorescente, en la que la expresión de la proteína fluorescente depende de la cantidad
de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico, en la que las
células en la suspensión celular difieren entre sí con respecto a la cantidad de proteína que se secreta a través20
de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico,

o

- una pluralidad de suspensiones celulares, comprendiendo cada suspensión celular, células de acuerdo con
la presente invención que están genéticamente modificadas con respecto a su tipo silvestre y que comprenden
una secuencia génica que codifica una proteína fluorescente, en la que la expresión de la proteína fluorescente25
depende de la cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio
extracitosólico, en la que las suspensiones celulares difieren entre sí con respecto a la cantidad de proteína
que se secreta por las células a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;

β2) cultivo de células diferentes en la suspensión celular o de las diferentes suspensiones celulares;

β3) identificación de células individuales en la suspensión celular que tienen una alta secreción de la proteína30
deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico o identificación de suspensiones celulares
individuales que tienen una alta secreción de la proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio
extracitosólico.

La expresión "células que tienen una alta secreción de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio
extracitosólico" como se usa junto con este proceso particular se refiere a aquellas células o suspensiones celulares35
que, comparadas con las otras células en la suspensión celular o comparadas con las otras suspensiones celulares,
se caracterizan por una cantidad particularmente alta de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica
al espacio extracitosólico.

La presente invención también se refiere a un método para la identificación de una composición de medio de cultivo
que está optimizada para la producción recombinante de proteína, comprendiendo el método las etapas:40

γ1) provisión de una pluralidad de medios de cultivo que se diferencian entre sí con respecto a la composición del
medio del cultivo;

γ2) cultivo de células de acuerdo con la presente invención que están genéticamente modificadas con respecto a
su tipo silvestre y que comprenden una secuencia génica que codifica una proteína fluorescente, en la que la
expresión de la proteína fluorescente depende de la cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana45
citoplásmica al espacio extracitosólico en los diferentes medios de cultivo, obteniéndose de este modo una
pluralidad de suspensiones celulares en las que las células de las suspensiones celulares, debido a la diferencia
en la composición de los medios de cultivo, difieren entre sí con respecto a la cantidad de la proteína deseada que
se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;

γ3) identificación de aquellas suspensiones celulares que comprenden células que tienen una alta secreción de50
proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.

La expresión "células que tienen una alta secreción de la proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al
espacio extracitosólico" como se usa junto con este proceso particular se refiere a aquellas suspensiones celulares
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que, comparadas con las otras suspensiones celulares, se caracterizan por una cantidad particularmente alta de la
proteína deseada que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico. Una alta cantidad
de secreción de la proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico en esta
suspensión celular indica por tanto que el medio de cultivo usado en esta suspensión celular particular es
particularmente ventajoso para el cultivo de células que están destinadas a secretar grandes cantidades de la proteína5
deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.

Los medios de cultivo que se proporcionan en la etapa γ1) del proceso pueden diferir entre sí con respecto a la clase
y cantidad de la fuente de carbono, la clase y cantidad de la fuente de nitrógeno, la clase y cantidad de la fuente de
fosfato, la clase y cantidad de elementos traza, la clase y cantidad de sales, la clase y cantidad de detergentes, la
clase y cantidad de vitaminas, la clase y cantidad de tampones, etc.10

La presente invención también se refiere a un método para la identificación de condiciones de cultivo que están
optimizadas para la producción recombinante de una proteína deseada, comprendiendo el método las etapas:

δ1) provisión de una pluralidad de suspensiones celulares que comprenden células de acuerdo con la presente
invención que están genéticamente modificadas con respecto a su tipo silvestre y que comprenden una secuencia
génica que codifica una proteína fluorescente, en la que la expresión de la proteína fluorescente depende de la15
cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;

δ2) cultivo de las células en estas suspensiones celulares en condiciones de cultivo diferentes de modo que las células
en las diferentes suspensiones celulares, debido a la diferencia en las condiciones de cultivo, difieren entre sí con
respecto a la cantidad de la proteína deseada que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio
extracitosólico;20

δ3) identificación de aquellas suspensiones celulares que comprenden células que tienen una alta secreción de
proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.

La expresión "células que tienen una alta secreción de la proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al
espacio extracitosólico" como se usa junto con este proceso particular se refiere a aquellas suspensiones celulares
que, comparadas con las otras suspensiones celulares, se caracterizan por una cantidad particularmente alta de la25
proteína deseada que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico. Una alta cantidad
de la proteína deseada que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico en esta
suspensión celular indica por tanto que las condiciones de cultivo que se han seleccionado en esta preparación
experimental son particularmente ventajosas para el cultivo de células que están destinadas a secretar grandes
cantidades de la proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.30

La variación de las condiciones de cultivo en la δ2) del proceso puede referirse, por ejemplo, a la temperatura, la
velocidad de agitación, el suministro de oxígeno, la tasa de alimentación, el momento temporal de añadir un inductor,
el periodo de cultivo y el modo de realizar el cultivo celular (proceso discontinuo, fermentación continua, etc.).

La presente invención también se refiere a un método para la identificación de un compuesto que se caracteriza por
una actividad antibiótica debida a su propiedad de dañar la membrana de una célula bacteriana o para analizar el35
efecto de dicho compuesto sobre una población de células bacterianas genéticamente diferentes o células
genéticamente idénticas en estados fisiológicos diferentes o fases de crecimiento diferentes, comprendiendo el método
las etapas:

ε1) provisión de una suspensión celular que comprende las células de acuerdo con la presente invención que están
genéticamente modificadas con respecto a su tipo silvestre y que comprende una secuencia génica que codifica40
una proteína fluorescente, en la que la expresión de la proteína fluorescente depende de la cantidad de proteína
que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico; la proteína depende de la cantidad
de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;

ε2) cultivo de células en estas suspensiones celulares en presencia del compuesto;

ε3) determinación de la actividad antibiótica del compuesto mediante detección de la actividad de fluorescencia45
intracelular.

Se ha descubierto sorprendentemente que el sensor de acuerdo con la presente invención también puede usarse para
la identificación de un compuesto que se caracteriza por una actividad antibiótica debida a su propiedad de dañar la
membrana de una célula bacteriana. Si dicho compuesto daña la membrana de una célula que comprende el sensor
de acuerdo con la presente invención, se observa una expresión aumentada de la proteína fluorescente dentro de las50
células.

Por lo tanto, las células que comprenden el sensor de acuerdo con la presente invención pueden usarse, por ejemplo,
para determinar si un compuesto dado tiene la capacidad de dañar la membrana de una célula bacteriana o a qué
concentración un compuesto dado tiene la capacidad de dañar la membrana de una célula bacteriana. A este fin, el
compuesto se añade a una concentración o concentraciones diferentes a una suspensión celular que comprende el55
sensor de acuerdo con la presente invención y las células se incuban en presencia de este compuesto para determinar
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- mediante la detección de la actividad de fluorescencia intracelular - si el compuesto daña la membrana celular y a
qué concentración el compuesto daña la membrana celular.

Las células que comprenden el sensor de acuerdo con la presente invención también pueden usarse, por ejemplo,
para determinar qué células en una suspensión celular que comprende una pluralidad de células genéticamente
diferentes o células genéticamente idénticas en diferentes estados fisiológicos o diferentes fases de crecimiento son5
susceptibles a un determinado compuesto que se sabe que daña la membrana celular de células bacterianas. A esta
fin, el compuesto se añade a una suspensión celular genéticamente diferentes (por ejemplo, células de especies
diferentes) o células genéticamente idénticas en diferentes estados fisiológicos o diferentes clases de crecimiento,
comprendiendo cada célula el sensor de acuerdo con la presente invención, y las células se incuban en presencia de
este compuesto para determinar - mediante la detección de la actividad de fluorescencia intracelular - qué células son10
susceptibles para el compuesto.

La presente invención también se refiere a un método para la producción de una célula que está modificada
genéticamente con respecto a su tipo silvestre con una secreción optimizada de proteína a través de la membrana
citoplásmica al espacio extracitosólico, comprendiendo el método las etapas:

I) provisión de una suspensión celular que comprende células de acuerdo con la presente invención que están15
modificadas genéticamente con respecto a su tipo silvestre y que comprende una secuencia génica que codifica
una proteína fluorescente, en la que la expresión de la proteína fluorescente depende de la cantidad de proteína
que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;

II) modificación genética de las células para obtener una suspensión celular en la que las células difieren con
respecto a la cantidad de la proteína deseada que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio20
extracitosólico;

III) identificación de células individuales en la suspensión celular que tengan una secreción aumentada de la
proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;

IV) separación de las células identificadas desde la suspensión;

V) identificación de aquellos genes modificados genéticamente Gl a Gn o aquellas mutaciones M1 a Mm en las25
células identificadas y separadas que son responsables de la secreción aumentada de proteína a través de la
membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;

VI) producción de una célula que está modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre con una secreción
optimizada de la proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico, de la cual el
genoma comprende al menos uno de los genes G1 a Gn y/o al menos una de las mutaciones M1 a Mm.30

De acuerdo con las etapas I) a IV) del método, se generan en primer lugar las células que tienen una secreción
aumentada de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico mediante mutagénesis o
mediante ingeniería metabólica y se separan de una suspensión celular. Para detalles sobre estas etapas del proceso
se hace referencia a las etapas i) a iv) de proceso que se han descrito anteriormente.

En la etapa V) del método, en las células identificadas y separadas, se identifican después aquellos genes modificados35
genéticamente G1 a Gn o aquellas mutaciones M1 a Mm que son responsables de la secreción aumentada de proteína
a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico por medio de métodos genéticos conocidos para la
persona experta en la materia, dependiendo el valor numérico de n y m del número de genes modificados observados
y de las mutaciones observadas, respectivamente, en la célula identificada y separada. Preferiblemente, el
procedimiento en este contexto es que se analiza en primer lugar la secuencia de aquellos genes o secuencias40
promotoras en las células que se sabe que estimulan la secreción de proteína a través de la membrana citoplásmica
al espacio extracitosólico. Si no se reconoce ninguna mutación en cualquiera de estos genes, se analiza todo el
genoma de la célula identificada y separada para identificar, donde sea adecuado, otros genes modificados Gi u otras
mutaciones Mi. De esta manera pueden identificarse las secuencias génicas ventajosas modificadas Gi o mutaciones
ventajosas Mi que conducen a una secreción aumentada de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio45
extracitosólico.

En una etapa VI) adicional del método, puede producirse después una célula que está modificada genéticamente con
respecto a su tipo silvestre con una secreción optimizada de proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio
extracitosólico, de la cual el genoma comprende al menos uno de los genes G1 a Gn y/o al menos una de las
mutaciones M1 Mm. Para esto, se introducen en una célula de una manera dirigida uno o más de los genes modificados50
ventajosos G y/o mutaciones modificadas M observadas en la V) del método. Esta introducción dirigida de mutaciones
particulares puede realizarse, por ejemplo, por medio de "sustitución génica". En este método, una mutación, tal como,
por ejemplo, una eliminación, inserción o intercambio de bases, se produce in vitro en el gen de interés. A su vez, el
alelo producido se clona en un vector que es no-replicativo para el hospedador diana y después este se transforma
en el hospedador diana mediante transformación o conjugación. Después de una recombinación homóloga por medio55
de un suceso de "entrecruzamiento" que efectúa la integración y un segundo suceso de "entrecruzamiento" adecuado
que efectúa una escisión en el gen diana o en la secuencia diana, se consigue la incorporación de la mutación o el

E15160897
22-11-2019ES 2 758 096 T3

 



16

alelo.

La presente invención también se refiere a una célula con una secreción optimizada de proteína a través de la
membrana citoplásmica al espacio extracitosólico que se ha obtenido por el método descrito anteriormente.

La presente invención también se refiere a un proceso para la producción de una proteína deseada, comprendiendo
el método las etapas:5

(a) producción de una célula microbiana que está modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre con
una secreción optimizada de la proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico
por el método de acuerdo con la reivindicación 13;

(b) cultivo de la célula en un medio de cultivo que comprende nutrientes en condiciones en las que la célula produce
proteína a partir de los nutrientes.10

Las proteínas adecuadas que pueden prepararse por este método comprende una hormona, una toxina, un anticuerpo,
una proteína estructural, una enzima, una proteína de transporte o una proteína reguladora. Son particularmente
adecuadas aquellas proteínas que ya se han mencionado en relación con la célula de acuerdo con la presente
invención.

Las células modificadas genéticamente de acuerdo con la invención con una secreción optimizada de proteína a través15
de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico que se producen en la etapa (a) del método pueden cultivarse
en el medio nutritivo en la etapa (b) del método continua o discontinuamente en el método discontinuo (cultivo por
lotes) o en el método de alimentación discontinua (método de alimentación) o método de alimentación discontinua
repetida (método de alimentación repetitiva) con el propósito de producir la proteína. También es concebible un método
semi-continuo como el que se describe en el documento GB-A-1009370. Un resumen de métodos de cultivo conocidos20
se describe en el libro de texto de Chmiel ("Bioprozesstechnik 1. Einfuhrung in die Bioverfahrenstechnik", Gustav
Fischer Verlag, Stuttgart, 1991) o en el libro de texto de Storhas ("Bioreaktoren und periphere Einrichtungen", Vieweg
Verlag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994).

El medio nutritivo que vaya a utilizarse debe cumplir las necesidades de las cepas particulares de una manera
adecuada. Las descripciones de medios de cultivo de diversos microorganismos están contenidas en el libro de25
referencia "Manual of Methods for General Bacteriology" de la American Society for Bacteriology (Washington D.C.,
Estados Unidos de América, 1981).

El medio nutritivo puede comprender carbohidratos, tales como, por ejemplo, glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa,
maltosa, melaza, almidón y celulosa, aceites y grasas, tales como, por ejemplo, aceite de soja, aceite de girasol, aceite
de cacahuete y aceite de coco, ácidos grasos, tales como, por ejemplo, ácido palmítico, ácido esteárico y ácido30
linoleico, alcoholes, tales como, por ejemplo, glicerol y metanol, hidrocarburos, tales como metano, aminoácidos, tales
como L-glutamato o L-valina, o ácidos orgánicos, tales como, por ejemplo, ácido acético, como una fuente de carbono.
Estas sustancias pueden usarse individualmente o en forma de una mezcla.

El medio nutritivo puede comprender compuestos orgánicos que contienen nitrógeno, tales como peptonas, extracto
de levadura, extracto de carne, extracto de malta, licor de maíz fermentado, harina de soja y urea, o compuestos35
inorgánicos, tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de
amonio, como una fuente de nitrógeno. Las fuentes de nitrógeno pueden usarse individualmente o como una mezcla.

El medio nutritivo puede comprender ácido fosfórico, dihidrogenofosfato potásico o hidrogenofosfato dipotásico o las
sales que contienen sodio correspondientes como una fuente de fósforo. El medio nutritivo debe comprender además
sales de metales, tales como, por ejemplo, sulfato de magnesio o sulfato de hierro, que son necesarias para el40
crecimiento. Finalmente, además de las sustancias mencionadas anteriormente, pueden emplearse sustancias
esenciales para el crecimiento, tales como aminoácidos y vitaminas. Además, pueden añadirse precursores
adecuados al medio nutritivo. Las sustancias de partida mencionadas pueden añadirse al cultivo en forma de un único
lote o pueden alimentarse durante el cultivo de una manera adecuada.

Algunos compuestos básicos, tales como hidróxido sódico, hidróxido potásico, amoniaco o amoniaco acuoso, o45
compuestos ácidos, tales como ácido fosfórico o ácido sulfúrico, se emplean de una manera adecuada para controlar
el pH del cultivo. Pueden emplearse agentes antiespumantes, tales como, por ejemplo, poliglicol ésteres de ácidos
grasos, para controlar el desarrollo de espuma. Pueden añadirse al medio, sustancias adecuadas que tienen una
acción selectiva, tales como, por ejemplo, antibióticos, para mantener la estabilidad de los plásmidos. Se introducen
en el cultivo oxígeno o gas que contiene oxígeno, tales como, por ejemplo, aire, para mantener condiciones aeróbicas.50
Normalmente, la temperatura del cultivo es de 15 °C a 45 °C, y preferiblemente de 25 °C a 40 °C.

La presente invención también se refiere a un método para la preparación de una mezcla, comprendiendo el método
las etapas:

(A) producción de una proteína por el método descrito anteriormente;

(B) mezcla de la proteína con un componente de mezcla que difiere de la proteína.55
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La mezcla puede ser un producto alimentario, un pienso para animales, una composición farmacéutica, una
composición para producción de alimentos, por ejemplo una mezcla que comprende enzimas amilolíticas y enzimas
lipolíticas que se usan como sustitutos enzimáticos de monoglicéricos para conseguir perfiles de textura de miga en
productos horneados fermentados con levadura, una composición de pegamento, una composición de acabado textil
o una composición lignocelulósica.5

La invención se explica ahora con mayor detalle con la ayuda de figuras y de ejemplos no limitantes.

La Figura 1 muestra la detección de la fluorescencia en función de la concentración de una bacitracina (Bac) en la
cepa pSen0706 de ATCC 13032 (véase el Ejemplo 1c).

La Figura 2 muestra la detección de la fluorescencia en función de la concentración de una vancomicina (Van) en
la cepa pSen0706 de ATCC 13032 (véase el Ejemplo 1c).10

La Figura 3 muestra la detección de la fluorescencia en función del nivel de secreción de AmyE o la concentración
de AmyE en el lado trans de la membrana citoplásmica en la cepa pSen0706 pCLTON2-AmyE de ATCC 13032
(véase el Ejemplo 1e).

La Figura 4 muestra la detección de la fluorescencia en función del nivel de secreción de cutinasa o la
concentración de cutinasa en el lado trans de la membrana citoplásmica en la cepa pSen0996_8 pCLTON2 de15
ATCC 13032 (Ejemplo 3d)

Ejemplo 1

Producción de una célula de acuerdo con la invención según la primera realización mediante el ejemplo de una célula
en la que una secuencia génica que codifica una proteína fluorescente está bajo el control del promotor cg0706 y en
la que la expresión de la proteína fluorescente depende de la presencia y concentración de un compuesto que se20
caracteriza por una actividad antibiótica debida a su propiedad de dañar la membrana de una célula bacteriana o de
la concentración de α-amilasa (AmyE) en el lado trans de la membrana citoplásmica.

a) Construcción de vectores pSen0706 y pSen0706S

La construcción de la fusión del promotor P(cg0706) con el gen indicador eyfp (SEQ ID NO 18; secuencia de proteínas
de la eYFP: SEQ ID NO 19) se consiguió mediante la amplificación de PCR de la secuencia promotora y posterior25
clonación en el vector pSenLys (Binder et al.: "A high-throughput approach to identify genomic variants of bacterial
metabolite producers at the single-cell level"; Genome Biology 13(5), R40, 2012). El ADN genómico de
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 sirvió como plantilla y los oligonucleótidos 0706-Sal-fII (SEQ ID NO 20) y
0706-RBSNde-r (SEQ ID NO 21) sirvieron como cebadores. pSenLys ya comprende la secuencia que codifica eyfp.

0706-RBSNde r:30
GCGCATATGATATCTCCTTCTTCTAGCGGGTCTGCCACATTTGCTG

0706-Sal-fII:
GCGGTCGACGGGTAAACGTGGGATATAAA

Después de la purificación del fragmento amplificado en un gel de agarosa al 0,8 %, el fragmento se digirió con las
enzimas de restricción SalI y NdeI y, después de la purificación de la mezcla de reacción, el fragmento se ligó al vector35
pSenLys, que también se había abierto con SalI y NdeI, y se desfosforiló. La mezcla de ligadura se usó directamente
para transformar E. coli XL1-blue, y la selección de los transformantes se realizó en placas LB que contenían 50 µg/ml
de kanamicina. Las 32 colonias que crecieron en estas placas, y que por lo tanto eran resistentes a la kanamicina, se
utilizaron para la PCR de las colonias. La PCR de las colonias se realizó con los cebadores SenCas-fw (SEQ ID NO
24) y TKP-seq-rv (SEQ ID NO 25), para comprobar si el fragmento de promotor se había insertado en el vector40
pSenLys. El análisis de PCR de las colonias en un gel de agarosa mostró el producto de PCR esperado con un tamaño
de 343 pb en las muestras que se habían analizado, con lo cual se cultivaron cuatro colonias para preparaciones de
plásmidos a mayor escala. Después de 16 h de cultivo, estos cultivos se recogieron mediante centrifugación y se
preparó el ADN plasmídico. Dos de estas preparaciones de plásmidos se secuenciaron con los cebadores utilizados
en la PCR de la colonia y la secuencia de los insertos mostró una identidad del 100 % con la secuencia esperada. El45
plásmido resultante se nombró pSen0706 (SEQ ID NO 35).

El plásmido pSen0706S, una variante de pSen0706 que transmite una resistencia a espectinomicina en lugar de la
resistencia a kanamicina, se obtuvo mediante amplificación de la secuencia mediadora de la resistencia a la
espectinomicina por PCR y la posterior clonación del producto de PCR en el vector pSen0706. El plásmido pEKEx3
sirvió como plantilla para la PCR y los oligonucleótidos Spc SacII-f (SEQ ID NO 22) y Spc Bgl-r (SEQ ID NO 23)50
sirvieron como cebadores.

Spc SacII-f:
GCGCCGCGGACTAATAACGTAACGTGACTGGCAAGAG

Spc Bgl-r:
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GCGAGATCTTCTGCCTCGTGAAGAAGGTGTTGCTGAC

Después de la purificación del fragmento amplificado en gel de agarosa al 0,8 %, el fragmento se digirió con las
enzimas de restricción SacII y BglII y, después de la purificación de la mezcla de reacción, el fragmento se ligó al
vector pSen0706, que también se había digerido con SacII y BglII, y se desfosforiló. La mezcla de ligadura se usó
directamente para transformar E. coli XL1-blue, y la selección de los transformantes se realizó en placas LB que5
contenían 100 µg /ml de espectinomicina. Se utilizaron 4 colonias que crecieron en estas placas, y que por lo tanto
eran resistentes a la espectinomicina, para inocular cultivos líquidos (5 ml de medio LB que contenía 100 µg/ml de
espectinomicina). Después de 16 h de cultivo, estos cultivos se centrifugaron y se preparó el ADN plasmídico. 2 de
estas preparaciones de plásmidos se secuenciaron con cebadores SenCas-fw (SEQ ID NO 24) y TKP-seq-rv (SEQ ID
NO 25) y la secuencia del inserto mostró un 100 % de identidad con la secuencia esperada. El plásmido resultante se10
nombró pSen0706S.

SenCas-fw:
GTCGCCGTCCAGCTCGACCAGGATG

TKP-seq-rv:
CGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCG15

b) Transformación de Corynebacterium glutamicum con pSen0706

Las células competentes de la cepa ATCC 13032 de C. glutamicum se prepararon según lo descrito por Tauch et al.,
2002 (Curr Microbiol. 45(5) (2002), páginas 362-7. Estas células se transformaron por electroporación con pSen0706
según lo descrito por Tauch et al.. La selección de los transformantes se realizó sobre placas BHIS con 25 µg/ml de
kanamicina. Los clones obtenidos de este modo se nombraron ATCC 13032 pSen0706.20

c) Detección de la fluorescencia en función de la concentración de un compuesto que se caracteriza por una actividad
antibiótica debida de su propiedad de dañar la membrana de una célula bacteriana.

El análisis de la emisión de fluorescencia in vivo se realizó cultivando las células de la cepa ATCC 13032 pSen0706
con 0,8 ml de medio CGXII (Keilhauer et al, 1993, J. Bacteriol. 175: 5595-603) en dimensión de microtitulación
(Flowerplate® MTP-48-B) en el sistema BioLector (m2p-labs GmbH, 52499 Baesweiler, Alemania). Este sistema25
permite el cultivo paralelo de 48 cultivos y mediciones ópticas regulares y automatizadas del crecimiento del cultivo
así como de la fluorescencia. Se inocularon 10 cultivos con células de la cepa ATCC 13032 pSen0706 en una DO de
0,1 y se cultivaron durante 24 horas. Después de 4 horas, se añadieron las sustancias antibióticas vancomicina o
bacitracina a los cultivos. Las concentraciones de vancomicina se ajustaron a 0; 1,25; 2,5; 5; 10; 15; 20 µg/ml y las
concentraciones de bacitracina se ajustaron a 0; 1; 4 µg/ml. Cada 10 minutos se midieron las densidades celulares de30
los cultivos y la fluorescencia. La fluorescencia se excitó con luz de una longitud de onda de 485 nm, la medición de
la emisión de fluorescencia de EYFP se realizó a 520/10 nm. La fluorescencia de los cultivos se ha registrado por
medio del software BioLection V.2.4.1.0. Se observó que las emisiones de fluorescencia de cultivos con diferentes
concentraciones de vancomicina o bacitracina también eran diferentes (figuras 1 y 2).

d) Transformación de ATCC 13032 pSen0706 con pCLTON2-AmyE35

Las células competentes de la cepa ATCC 13032 pSen0706 de C. glutamicum como se han descrito anteriormente se
transformaron mediante electroporación con el vector pCLTON2-AmyE como se ha descrito anteriormente. Este vector
comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica la enzima amilolítica α-amilasa (AmyE) de Bacillus subtilis y
el péptido señal nativo específico de Sec para permitir la exportación de la proteína sobre la ruta Sec de
Corynebacterium glutamicum. El pCLTON2-AmyE se preparó mediante amplificación de la secuencia codificante de40
AmyE a partir de ADN cromosómico de Bacillus subtilis con los cebadores AmyE-HpaI-f (SEQ ID NO 33) y AmyE-
SacI-r (SEQ ID NO 34), restricción con HpaI y SacI y ligadura en el vector pCLTON2 cortado por SmaI/SacI, un
derivado de pCLTON1 que confiere resistencia a espectinomicina (Un vector de expresión inducible por tetraciclina
para Corynebacterium glutamicum que permite una expresión génica fuertemente regulable. Lausberg F,
Chattopadhyay AR, Heyer A, Eggeling L, Freudl R. Plasmid. 2012 68(2): 142-7). Los clones obtenidos de este modo45
se nombraron ATCC 13032 pSen0706 pCLTON2-AmyE.

AmyE-Hpa-f:
GCGCGTTAACCGAAGGAGATATAGATATGTTTGC

AmyE-Sac-r:
CAGTGAATTCGAGCTCCTAGTG50

e) Detección de la fluorescencia en función del nivel de secreción de AmyE o la concentración de AmyE en el lado
trans de la membrana citoplásmica (variación de parámetros)

El análisis de la emisión fluorescencia in vivo se realizó cultivando las células de la cepa ATCC 13032 pSen0706
pCLTON2-AmyE con 0,8 ml de medio CGXII (Keilhauer et al, 1993, J. Bacteriol. 175: 5595-603) en dimensión de
microtitulación (Flowerplate® MTP-48-B) en el sistema BioLector (m2p-labs GmbH, 52499 Baesweiler, Alemania). Se55
inocularon 3 cultivos con células de la cepa ATCC 13032 pSen0706 pCLTON2-AmyE en una DO de 0,1 y se cultivaron
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durante 24 horas. Después de 4 horas, se indujo la expresión de AmyE mediante la adición de anhidrotetraciclina
(ATc). Las concentraciones de ATc se ajustaron a 0, 100, 250 ng/ml para provocar intensidades de expresión
diferentes. Cada 10 minutos se midieron las densidades celulares de los cultivos y la fluorescencia. La fluorescencia
se excitó con luz de una longitud de onda de 485 nm, la medición de la emisión de fluorescencia de EYFP se realizó
a 520/10 nm. La fluorescencia de los cultivos se ha registrado por medio del software BioLection V.2.4.1.0. Se observó5
que también son diferentes las emisiones de fluorescencia de los cultivos que se habían inducido de manera diferente
(figura 3). Después de 24 horas, los cultivos en la Flowerplate se centrifugaron para sedimentar las células y para
obtener sobrenadantes de cultivo libres de células. Se utilizaron 20 µl de cada sobrenadante de cultivo para cuantificar
la actividad enzimática de la AmyE secretada por medio de un ensayo de amilasa (Phadebas Amylase Test, Magle
AB, Lund, Suecia). Se observó que, en estas condiciones de cultivo seleccionadas, deben considerarse como una10
correlación óptima con mayores emisiones de fluorescencia, actividades más altas de amilasa en el sobrenadante del
cultivo inducidas por concentraciones de ATc.

Ejemplo 2

Producción de una célula de acuerdo con la invención según la primera realización mediante el ejemplo de una célula
en la que una secuencia génica que codifica una proteína fluorescente está bajo el control del promotor cg1325 y en15
la que la expresión de la proteína fluorescente depende de la presencia y concentración de un compuesto que se
caracteriza por una actividad antibiótica debida a su propiedad de dañar la membrana de una célula bacteriana o de
la concentración de una determinada proteína en el lado trans de la membrana citoplásmica.

a) Construcción del vector pSen1325

La construcción de la fusión del promotor P(cg1235) con el gen indicador eyfp (SEQ ID NO 18; secuencia de proteínas20
de la eYFP: SEQ ID NO 19) se consiguió mediante la amplificación de PCR de la secuencia promotora y posterior
clonación en el vector pSenLys (Binder et al.: "A high-throughput approach to identify genomic variants of bacterial
metabolite producers at the single-cell level"; Genome Biology 13(5), R40, 2012). El ADN genómico de
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 sirvió como plantilla y los oligonucleótidos 1325-Sal-f (SEQ ID NO 26) y
1325-RBSNde-r (SEQ ID NO 27) sirvieron como cebadores. pSenLys ya comprende la secuencia que codifica eyfp.25

1325-Sal-f:
GCGGTCGACGAGCTGTAAGGGTTTACTTG

1325-RBSNde-r:
GCGCATATGATATCTCCTTCTTCTAACCAGCGACGCCGCCGATCC

Después de la purificación del fragmento amplificado en un gel de agarosa al 1%, el fragmento se digirió con las30
enzimas de restricción SalI y NdeI y, después de la purificación de la mezcla de reacción, el fragmento se ligó al vector
pSenLys, que también se había digerido con SalI y NdeI, y se desfosforiló. La mezcla de ligadura se usó directamente
para transformar E. coli XL1-blue, y la selección de los transformantes se realizó en placas LB que contenían 50 µg/ml
de kanamicina. Las 48 colonias que crecieron en estas placas, y que por lo tanto eran resistentes a la kanamicina, se
utilizaron para la PCR de las colonias. La PCR de las colonias se realizó con los cebadores SenCas-fw (SEQ ID NO35
24) y TKP-seq-rv (SEQ ID NO 25) para comprobar si el fragmento de promotor se había insertado en el vector pSenLys.
El análisis de PCR de las colonias en un gel de agarosa mostró el producto de PCR esperado con un tamaño de 250
pb en las muestras que se habían analizado, con lo cual se cultivaron cuatro colonias para preparaciones de plásmidos
a mayor escala. Después de 16 h de cultivo, estos cultivos se recogieron mediante centrifugación y se preparó el ADN
plasmídico. Dos de estas preparaciones de plásmidos se secuenciaron con los cebadores utilizados en la PCR de la40
colonia y la secuencia de los insertos mostró una identidad del 100 % con la secuencia esperada. El plásmido
resultante se nombró pSen1325 (SEQ ID NO 36).

b) Transformación de Corynebacterium glutamicum con pSen1325

Las células competentes de la cepa ATCC 13032 de C. glutamicum se prepararon según lo descrito por Tauch et al.,
2002 (Curr Microbiol. 45(5) (2002), páginas 362-7. Estas células se transformaron por electroporación con pSen132545
según lo descrito por Tauch et al.. La selección de los transformantes se realizó sobre placas BHIS con 50 µg/ml de
kanamicina. Los clones obtenidos de este modo se nombraron ATCC 13032 pSen1325.

c) Detección de la fluorescencia en función de la concentración de un compuesto que se caracteriza por una actividad
antibiótica debida de su propiedad de dañar la membrana de una célula bacteriana.

El análisis de la emisión de fluorescencia in vivo se realizó cultivando las células de la cepa ATCC 13032 pSen132550
con 0,8 ml de medio CGXII (Keilhauer et al, 1993, J. Bacteriol. 175: 5595-603) en dimensión de microtitulación
(Flowerplate® MTP-48-B) en el sistema BioLector (m2p-labs GmbH, 52499 Baesweiler, Alemania). Se inocularon 13
cultivos con células de la cepa ATCC 13032 pSen1325 en una DO de 0,1 y se cultivaron durante 24 horas. Después
de 4 horas, se añadieron las sustancias antibióticas vancomicina o bacitracina a los cultivos. Las concentraciones de
vancomicina se ajustaron a 0; 1,25; 2,5; 5; 10; 15; 20 µg/ml y las concentraciones de bacitracina se ajustaron a 0;55
0,25; 0,5; 1; 2; 4 µg/ml. Cada 10 minutos se midieron las densidades celulares de los cultivos y la fluorescencia. La
fluorescencia se excitó con luz de una longitud de onda de 485 nm, la medición de la emisión de fluorescencia de

E15160897
22-11-2019ES 2 758 096 T3

 



20

EYFP se realizó a 520/10 nm. La fluorescencia de los cultivos se ha registrado por medio del software BioLection
V.2.4.1.0. Se observó que las emisiones de fluorescencia de cultivos con diferentes concentraciones de vancomicina
o bacitracina también eran diferentes.

Ejemplo 3

Producción de una célula de acuerdo con la invención según la primera realización mediante el ejemplo de una célula5
en la que una secuencia génica que codifica una proteína fluorescente está bajo el control común del promotor cg0996
y el promotor cg0998 y en la que la expresión de la proteína fluorescente depende de la concentración de una
determinada proteína en el lado trans de la membrana citoplásmica.

a) Construcción de vectores pSen0996_8, pSen0996_8c y pSen0996_8e

Las construcciones de las fusiones de los promotores P(cg0996) y P(cg0998) con el gen indicador eyfp (SEQ ID NO10
18; secuencia de proteínas de la eYFP: SEQ ID NO 19) se consiguieron por medio de síntesis químicas de fragmentos
de ADN sintético (SEQ ID NO 28 para pSen0996_8, SEQ ID NO 29 para pSen0996_8c y SEQ ID NO 30 para
pSen0996_8e) y su ligadura en el vector pSenLys (Binder et al.: "A high-throughput approach to identify genomic
variants of bacterial metabolite producers at the single-cell level"; Genome Biology 13(5), R40, 2012). pSenLys ya
comprende la secuencia que codifica eyfp.15

Después de la escisión de los fragmentos de ADN sintetizados con las enzimas de restricción SalI y NdeI y la posterior
purificación de la mezcla de reacción, los fragmentos de ADN que se habían recortado se usaron en reacciones de
ligadura individuales con el vector pSenLys que también se había digerido con SalI/NdeI y se desfosforilaron. Las
mezclas de ligaduras se usaron directamente para transformar por separado E. coli XL1-blue, y las selecciones de
transformantes se realizaron en placas LB que contenían 50 µg/ml de kanamicina. Se utilizaron 8 colonias que20
crecieron en cada una de estas placas, y que por lo tanto eran resistentes a la kanamicina, para las PCR de las
colonias. Las PCR de las colonias se realizaron usando los cebadores SenCas-fw (SEQ ID NO 24) y TKP-seq-rv (SEQ
ID NO 25) para verificar que los fragmentos de ADN sintetizados estaban insertados en el pSenLys.

El análisis de PCR de las colonias en un gel de agarosa mostró los productos de PCR esperados con un tamaño de
872 pb en el caso de pSen0996_8, un tamaño de 413 pb en el caso de pSen0996_8c y un tamaño de 2774 en el caso25
de pSen0996_8e en las muestras que se habían analizado, por lo cual se cultivaron ocho colonias cada una para
preparaciones de plásmidos a mayor escala. Después de 16 h de cultivo, estos cultivos se recogieron mediante
centrifugación y se preparó el ADN plasmídico. Una de cada una de estas preparaciones de plásmidos se secuenció
con los cebadores JPS0003 (SEQ ID NO 31) y JPS0004 (SEQ ID NO 32) y la secuencia de los insertos mostró un 100
% de identidad con la secuencia esperada. Los plásmidos resultantes se nombraron pSen0996_8 (SEQ ID NO 37),30
pSen0996_8c (SEQ ID NO 38) y pSen0996_8e (SEQ ID NO 39).

JPS0003:
CTGAACTTGTGGCCGTTTAC

JPS0004:
TTGTTGCCGGGAAGCTAGAG35

b) Transformación de Corynebacterium glutamicum con pSen0996_8, pSen0996_8c y pSen0996_8e

Las células competentes de la cepa ATCC 13032 de C. glutamicum se prepararon según lo descrito por Tauch et al.,
2002 (Curr Microbiol. 45(5) (2002), páginas 362-7. Estas células se transformaron por electroporación con
pSen0996_8 o pSen0996_8c o pSen0996_8e según lo descrito por Tauch et al..

c) Transformación de ATCC 13032 pSen0996_8 o ATCC 13032 pSen0996_8c o ATCC 13032 pSen0996_8e con40
pCLTON2-FsCut

Las cepas competentes de la cepa ATCC 13032 pSen0996_8 o ATCC 13032 pSen0996_8c o ATCC 13032
pSen0996_8e de C. glutamicum como se ha descrito anteriormente se transformaron mediante electroporación con el
vector pCLTON2-FsCut como se ha descrito anteriormente. Este vector comprende una secuencia de ácido nucleico
que codifica enzima lipasa cutinasa (FsCut) de Fusarium solani pisi y el péptido señal NprE específico de Sec para la45
exportación de la proteína sobre la ruta Sec de Corynebacterium glutamicum. pCLTON2-FsCut se consiguió por medio
de síntesis química de un fragmento de ADN sintético (SEQ ID NO 33), restricción del fragmento de ADN sintético
DNA con PstI/SacI y ligadura del fragmento restringido al vector pCLTON2 digerido de igual manera, un derivado de
pCLTON1 que confiere resistencia a espectinomicina (Un vector de expresión inducible por tetraciclina para
Corynebacterium glutamicum que permite una expresión génica fuertemente regulable. Lausberg F, Chattopadhyay50
AR, Heyer A, Eggeling L, Freudl R. Plasmid. 2012 68(2): 142-7). Los clones obtenidos de este modo se nombraron
ATCC 13032 pSen0996_8 pCLTON2-FsCut, ATCC 13032 pSen0996_8c pCLTON2-FsCut o ATCC 13032
pSen0996_8e pCLTON2-FsCut.

d) Detección de la fluorescencia en función del nivel de secreción de cutinasa o la concentración de cutinasa en el
lado trans de la membrana citoplásmica (variación de parámetros)55
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El análisis de la emisión de fluorescencia in vivo se realizó cultivando las células de la cepa ATCC 13032 pSen0996_8
pCLTON2-FsCut con 0,8 ml de medio CGXII (Keilhauer et al, 1993, J. Bacteriol. 175: 5595-603) en dimensión de
microtitulación (Flowerplate® MTP-48-B) en el sistema BioLector (m2p-labs GmbH, 52499 Baesweiler, Alemania). Se
inocularon 3 cultivos con células de la cepa ATCC 13032 pSen0996_8 pCLTON2-FsCut a una DO de 0,1 y se
cultivaron durante 24 horas. Después de 4 horas, se indujo la expresión de cutinasa mediante la adición de5
anhidrotetraciclina (ATc). Las concentraciones de ATc se ajustaron a 0, 100, 250 mM para provocar intensidades de
expresión diferentes. Cada 10 minutos se midieron las densidades celulares de los cultivos y la fluorescencia. La
fluorescencia se excitó con luz de una longitud de onda de 485 nm, la medición de la emisión de fluorescencia de
EYFP se realizó a 520/10 nm. La fluorescencia de los cultivos se ha registrado por medio del software BioLection
V.2.4.1.0. Se observó que también son diferentes las emisiones de fluorescencia de los cultivos que se habían inducido10
de manera diferente (figura 4). Después de 24 horas, los cultivos en la Flowerplate se centrifugaron para sedimentar
las células y para obtener sobrenadantes de cultivo libres de células. Se utilizaron 20 µl de cada sobrenadante de
cultivo para cuantificar la actividad enzimática de la cutinasa secretada por medio de un ensayo de palmitato de p-
nitrofenilo (pNPP). Se observó que, en estas condiciones de cultivo seleccionadas, deben considerarse como una
correlación óptima con mayores emisiones de fluorescencia, actividades más altas de cutinasa en el sobrenadante del15
cultivo inducidas por concentraciones de ATc.

SECUENCIAS
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SEQ ID NO 20

gcggtcgacg ggtaaacgtg ggatataaa 29

SEQ ID NO 215

gcgcatatga tatctccttc ttctagcggg tctgccacat ttgctg 46

SEQ ID NO 22

gcgccgcgga ctaataacgt aacgtgactg gcaagag 37

SEQ ID NO 23

gcgagatctt ctgcctcgtg aagaaggtgt tgctgac 3710

SEQ ID NO 24

gtcgccgtcc agctcgacca ggatg 25

SEQ ID NO 25

cgggaagcta gagtaagtag ttcg 24

SEQ ID NO 2615

gcggtcgacg agctgtaagg gtttacttg 29

SEQ ID NO 27

gcgcatatga tatctccttc ttctaaccag cgacgccgcc gatcc 45

20
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SEQ ID NO 31

ctgaacttgt ggccgtttac 20

SEQ ID NO 325

ttgttgccgg gaagctagag 20

SEQ ID NO 33

gcgcgttaac cgaaggagat atagatatgt ttgc 34

SEQ ID NO 34

cagtgaattc gagctcctag tg 2210
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Forschungszentrum Jülich GmbH

<120> SENSORES PARA LA DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE SECRECIÓN MICROBIOLÓGICA DE 5
PROTEÍNAS

<130> F13156EP

<160> 39

<170> PatentIn versión 3.3

<210> 110
<211> 201
<212> ADN
<213> Corynebacterium

<220>
<221> misc_feature15
<223> secuencia de ADN del promotor cg0706

<400> 1

20

<210> 2
<211> 194
<212> ADN
<213> Corynebacterium

<220>25
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del promotor thecg0996

<400> 2
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<210> 3
<211> 118
<212> ADN5
<213> Corynebacterium

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del promotor g0998

<400> 310

<210> 4
<211> 21615
<212> ADN
<213> Corynebacterium

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del promotor cg132520

<400> 4

<210> 525
<211> 693
<212> ADN
<213> Corynebacterium

<220>
<221> misc_feature30
<223> secuencia de ADN del regulador cg0706-cg1325

<400> 5
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<210> 6
<211> 768
<212> ADN5
<213> Corynebacterium

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del regulador cg0996-cg0998

<400> 610

<210> 7
<211> 135015
<212> ADN
<213> Bacillus

<220>
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<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del promotor htrA

<400> 7

5

<210> 8
<211> 678
<212> ADN10
<213> Bacillus

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del regulador Css

<400> 815
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<210> 9
<211> 1135
<212> ADN
<213> Bacillus

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del promotor liaL10

<400> 9

<210> 1015
<211> 636
<212> ADN
<213> Bacillus

<220>
<221> misc_feature20
<223> secuencia de ADN que codifica el regulador LiaR

<400> 10
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<210> 11
<211> 726
<212> ADN5
<213> Bacillus

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN que codifica la proteína LiaF

<400> 1110

<210> 12
<211> 108315
<212> ADN
<213> Bacillus

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN que codifica la proteína LiaS20
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<400> 12

5

<210> 13
<211> 116
<212> ADN
<213> Mycobakterium

<220>10
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN que codifica el promotor mprA

<400> 13

15

<210> 14
<211> 1515
<212> ADN
<213> Mycobakterium20

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del regulador MprB

<400> 14
25
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<210> 15
<211> 7745
<212> ADN
<213> Mycobakterium

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del factor sigma (SigE)10

<400> 15
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<210> 16
<211> 2725
<212> ADN
<213> Escherichia

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del promotor htrA10

<400> 16

<210> 1715
<211> 699
<212> ADN
<213> Escherichia

<220>
<221> misc_feature20
<223> secuencia de ADN del regulador CpxR

<400> 17
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<210> 18
<211> 7205
<212> ADN
<213> proteína amarilla fluorescente potenciada (eyfp)

<400> 18

10

<210> 19
<211> 238
<212> PRT
<213> secuencia de proteínas de la eYFP15

<400> 19
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<210> 20
<211> 295
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0706-Sal-fII

<400> 2010
gcggtcgacg ggtaaacgtg ggatataaa 29
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<210> 21
<211> 46
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Cebador 0706-RBSNde_r

<400> 21
gcgcatatga tatctccttc ttctagcggg tctgccacat ttgctg 46

<210> 22
<211> 3710
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador Spc SacII-f

<400> 2215
gcgccgcgga ctaataacgt aacgtgactg gcaagag 37

<210> 23
<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Cebador Spc Bgl-r

<400> 23
gcgagatctt ctgcctcgtg aagaaggtgt tgctgac 37

<210> 2425
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador SenCas-fw30

<400> 24
gtcgccgtcc agctcgacca ggatg 25

<210> 25
<211> 24
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador TKP-seq-rv

<400> 25
cgggaagcta gagtaagtag ttcg 2440

<210> 26
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> Cebador 1325-Sal-f

<400> 26
gcggtcgacg agctgtaagg gtttacttg 29

<210> 27
<211> 4550
<212> ADN

E15160897
22-11-2019ES 2 758 096 T3

 



51

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 1325-RBSNde-r

<400> 27
gcgcatatga tatctccttc ttctaaccag cgacgccgcc gatcc 455

<210> 28
<211> 570
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Fragmento de ADN sintético para pSen0996_8

<400> 28

15

<210> 29
<211> 281
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Fragmento de ADN sintético para pSen0996_8c

<400> 29

25

<210> 30
<211> 2471
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Fragmento de ADN sintético para pSen0996_8e

<400> 30

E15160897
22-11-2019ES 2 758 096 T3

 



52

E15160897
22-11-2019ES 2 758 096 T3

 



53

<210> 31
<211> 20
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador JPS0003

<400> 31
ctgaacttgt ggccgtttac 2010

<210> 32
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Cebador JPS0004

<400> 32
ttgttgccgg gaagctagag 20

<210> 33
<211> 3420
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador AmyE-HpaI-f

<400> 3325
gcgcgttaac cgaaggagat atagatatgt ttgc 34

<210> 34
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Cebador AmyE-SacI-r

<400> 34
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cagtgaattc gagctcctag tg 22

<210> 35
<211> 7153
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> secuencia de ADN de plásmido pSen0706

<400> 35

10
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<210> 36
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<211> 7060
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de ADN de plásmido pSen13255

<400> 36
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<210> 37
<211> 75615
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de ADN de plásmido pSen0996_8
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<400> 37
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<210> 38
<211> 7102
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de ADN de plásmido pSen0996_8c

<400> 38
10
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<210> 39
<211> 9463
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> secuencia de ADN de plásmido pSen0996_8e

<400> 39
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REIVINDICACIONES

1. Una célula microbiana que está modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre y que comprende una
secuencia génica que codifica una proteína fluorescente, en la que la expresión de la proteína fluorescente depende
de la cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico, en la que
la secuencia génica que codifica la proteína fluorescente está bajo el control de al menos un promotor heterólogo que,5
en la célula fuente, controla la expresión de un gen del cual la expresión en la célula fuente depende de la cantidad
de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.

2. La célula microbiana de acuerdo con la reivindicación 1, en la que la célula es una célula del género
Corynebacterium, Escherichia, Bacillus o Mycobacterium.

3. La célula microbiana de acuerdo con la reivindicación 2, en la que el promotor se selecciona entre el grupo que10
consiste en el promotor cg0706 que tiene SEQ ID NO 01 o un promotor derivado del mismo, el promotor cg0996 que
tiene SEQ ID NO 02 o un promotor derivado del mismo, el promotor cg0998 que tiene SEQ ID NO 03 o un promotor
derivado del mismo, el promotor cg1325 que tiene SEQ ID NO 04 o un promotor derivado del mismo, el promotor htrA
que tiene SEQ ID NO 07 o un promotor derivado del mismo, el promotor liaI que tiene SEQ ID NO 09 o un promotor
derivado del mismo y el promotor mprA que tiene SEQ ID NO 13 o un promotor derivado del mismo, en el que la15
expresión "promotor derivado del mismo" como se ha utilizado anteriormente comprende todos los ácidos nucleicos
que son al menos un 70 % idénticos a la secuencias génicas mencionadas anteriormente, siendo la identidad, la
identidad sobre la longitud total del ácido nucleico correspondiente.

4. La célula microbiana de acuerdo con la reivindicación 3, en la que la secuencia génica que codifica la proteína
fluorescente está bajo el control de una combinación del promotor cg0996 que tiene SEQ ID NO 02 o un promotor20
derivado del mismo y el promotor cg0998 que tiene SEQ ID NO 03 o un promotor derivado del mismo, en la que el
promotor cg0996 o el promotor derivado del mismo está situado cadena arriba del promotor cg0998 o el promotor
derivado del mismo.

5. Un método para la identificación de una célula microbiana que se caracteriza por una secreción aumentada de
proteína a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico en una suspensión celular, comprendiendo25
el método las etapas:

α1) provisión de una suspensión celular que comprende células de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4;
α2) modificación genética de las células para obtener una suspensión celular en la que las células difieren con
respecto a la cantidad de proteína que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;
α3) identificación de células individuales en la suspensión celular que tengan una secreción aumentada de proteína30
a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.

6. El método de acuerdo con la reivindicación 5, que comprende además la etapa del método: α4) separación de las
células identificadas desde la suspensión celular.

7. El método de acuerdo con la reivindicación 6, en el que la separación se realiza por medio de citometría de flujo.

8. Un método para la identificación de una célula microbiana que se caracteriza por una alta secreción de una proteína35
deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico en una suspensión celular o para la
identificación de una suspensión celular que comprende células que se caracterizan por una alta secreción de una
proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico, comprendiendo el método las
etapas:

β1) provisión de40

i) una suspensión celular que comprende una pluralidad de células de acuerdo con una de las reivindicaciones
1 a 4, en la que las células en la suspensión celular difieren entre sí con respecto a la cantidad de proteína que
se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico,
o
ii) una pluralidad de suspensiones celulares, comprendiendo cada suspensión celular, células de acuerdo con45
una de las reivindicaciones 1 a 4;

β2) cultivo de diferentes células en la suspensión celular o de las diferentes suspensiones celulares de modo que
las células produzcan la proteína deseada;
β3) identificación de células individuales en la suspensión celular que tienen una alta secreción de la proteína
deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico o identificación de suspensiones celulares50
individuales que tienen una alta secreción de la proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio
extracitosólico.

9. Un método para la identificación de una composición de medio de cultivo que está optimizada para la producción
recombinante de una proteína deseada, comprendiendo el método las etapas:

γ1) provisión de una pluralidad de medios de cultivo que se diferencian entre sí con respecto a la composición del55
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medio del cultivo;
γ2) cultivo de células microbianas de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4 en los diferentes medios de
cultivo de modo que las células produzcan la proteína deseada, obteniendo de este modo una pluralidad de
suspensiones celulares en las que las células de las suspensiones celulares, debido a la diferencia en la
composición de los medios de cultivo, difieren entre sí con respecto a la cantidad de secreción de la proteína5
deseada que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;
γ3) identificación de aquellas suspensiones celulares que comprenden células que tienen una alta secreción de la
proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.

10. Un método para la identificación de condiciones de cultivo que están optimizadas para la producción recombinante
de una proteína deseada, comprendiendo el método las etapas:10

δ1) provisión de una pluralidad de suspensiones celulares que comprenden células de acuerdo con una de las
reivindicaciones 1 a 4;
δ2) cultivo de las células microbianas en estas suspensiones celulares en condiciones de cultivo diferentes de
modo que las células produzcan la proteína deseada de modo que las células en las diferentes suspensiones
celulares, debido a la diferencia en las condiciones de cultivo, difieren entre sí con respecto a la cantidad de la15
proteína deseada que se secreta a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;
δ3) identificación de aquellas suspensiones celulares que comprenden células que tienen una alta secreción de la
proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico.

11. Un método para la identificación de un compuesto que se caracteriza por una actividad antibiótica debida de su
propiedad de dañar la membrana de una célula bacteriana, comprendiendo el método las etapas:20

ε1) provisión de una suspensión celular que comprende las células de acuerdo con una de las reivindicaciones 1
a 4;
ε2) cultivo de las células en la suspensión en presencia del compuesto;
ε3) determinación de la actividad antibiótica y actividad antibiótica dependiente de la concentración del compuesto
mediante detección de la actividad de fluorescencia intracelular.25

12. Un método para analizar el efecto de un compuesto que se caracteriza por una actividad antibiótica debida de su
propiedad de dañar la membrana de una célula bacteriana sobre una población de células bacterianas genéticamente
diferentes o células genéticamente idénticas en estados fisiológicos diferentes o fases de crecimiento diferentes,
comprendiendo el método las etapas:

ε1) provisión de una suspensión celular que comprende las células de acuerdo con una de las reivindicaciones 130
a 4;
ε2) cultivo de las células en la suspensión en presencia del compuesto;
ε3) determinación de la actividad antibiótica y actividad antibiótica dependiente de la concentración del compuesto
mediante detección de la actividad de fluorescencia intracelular.

13. Un método para la producción de una célula microbiana que está modificada genéticamente con respecto a su tipo35
silvestre con una secreción optimizada de proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio
extracitosólico, comprendiendo el método las etapas:

I) provisión de una suspensión celular que comprende células de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4;
II) modificación genética de las células de modo que las células produzcan la proteína deseada para obtener una
suspensión celular en la que las células difieren con respecto a la cantidad de proteína que se secreta a través de40
la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;
III) identificación de células individuales en la suspensión celular que tengan una secreción aumentada de la
proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;
IV) separación de las células identificadas desde la suspensión;
V) identificación de aquellos genes modificados genéticamente G1 a Gn o aquellas mutaciones M1 a Mm en las45
células identificadas y separadas que son responsables de la secreción aumentada de proteína a través de la
membrana citoplásmica al espacio extracitosólico;
VI) producción de una célula que está modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre con una secreción
optimizada de la proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico, de la cual el
genoma comprende al menos uno de los genes G1 a Gn y/o al menos una de las mutaciones M1 a Mm.50

14. Una célula microbiana obtenida por un método de acuerdo con la reivindicación 13.

15. Un método para la producción de una proteína deseada, comprendiendo el método las etapas:

(a) producción de una célula microbiana que está modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre con
una secreción optimizada de la proteína deseada a través de la membrana citoplásmica al espacio extracitosólico
por el método de acuerdo con la reivindicación 13;55
(b) cultivo de la célula microbiana en un medio de cultivo que comprende nutrientes en condiciones en las que la
célula produce proteína a partir de los nutrientes.
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