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DESCRIPCION
Sistema de expresion

La presente invencion se refiere a un sistema de expresion adecuado para la expresion microbiana de polipéptidos
recombinantes.

Desde la patente US 6.537.779 se conocen sistemas de expresion de proteinas basados en secuencias operadoras
palindrémicas perfectas basadas en T7. Los sistemas basados en T7 presentan inconvenientes porque el
funcionamiento del sistema de T7 requiere polimerasa de fago que se proporciona comunmente insertando un
profago ADE3 que expresa la polimerasa de fago requerida en la cepa huésped de Escherichia coli para crear cepas
huésped lisogénicas. La polimerasa de fago también puede suministrarse a la célula mediante infeccién con un fago
de transduccién A especializado que porta el gen para la polimerasa de fago (por ejemplo ARN polimerasa de T7). El
profago ADE3 carece de los elementos genéticos requeridos para el corte del profago para formar particulas de fago
liticas. Sin embargo, se ha mostrado que cepas huésped lisogénicas de ADE3 liberan particulas de fago y por tanto
provocan infecciones no deseadas en plantas de fermentacion. De hecho, no se permite el uso de cepas de ADE3 a
determinados operadores de plantas de fermentacion.

La expresion de la proteina heteréloga antes de la induccion no es deseable porque algunas proteinas heterélogas
tienen efectos perjudiciales sobre el crecimiento de la célula huésped y la estabilidad del plasmido, lo que reduce la
productividad global. Para evitar esto, los sistemas de expresion basados en T7 controlan generalmente la expresion
de proteinas heterdlogas en dos niveles. En primer lugar, se requiere la induccion de la expresion del gen de ARN
polimerasa de T7 para producir ARN polimerasa de T7 para conducir la expresiéon a partir del promotor de T7. En
segundo lugar, también se necesita inducir el propio promotor de T7. Esto aumenta la complejidad del
funcionamiento de los sistemas de expresion basados en T7.

Lanzer et al, Proc. Nat. Acad. Sci. Vol. 85, p. 8973-7 (1988) describe la influencia de la localizacién del operador lac
sobre la represion de diversos promotores. Becker et al, J. Molecular Biology, Vol. 349, n® 4, p. 716-30 (2005)
describe que la naturaleza, localizacién y de operadores desempefian un papel en la formacion de bucles de
represion. Edamatsu et al, Gene, Vol. 187, n® 2, p. 289-94 (1997) describe una expresion de mamifero que
comprende tres operadores lac en direcciéon 3’ del promotor EF-1x humano. Brosius et al, Proc. Nat. Acad. Sci. vol.
81, Vol. 81, p. 6929-33 (1984) describe la regulacion de promotores de ARN ribosémico con un operador lac
sintético. Savochina et al, Molecular & General Genetics, Vol. 189, n°® 1 p. 142-7 (1983) describe aspectos de
estabilidad plasmidica de la clonacion de los promotores del fago T7 T7A1, T7A2 y T7A3 en tandem en plasmidos.
Chidgeavadze et al, Nucleic Acids Research, Vol. 12, n°® 3, p. 1671-86 (1984) describe que 2,3'-didesoxi-3'-
aminonucleosido-5'-trifosfatos son terminadores de la sintesis de ADN catalizada por ADN polimerasas.

Existe un gran numero de sistemas de expresion de proteinas heterélogos con diferentes modos de control e
induccion, haciendo que la seleccion y optimizacion del sistema de expresion/procedimiento de fermentacion para
proteinas de interés sea un procedimiento enormemente empirico. Esto requiere mucho tiempo y no es deseable.
Por tanto, hay una necesidad de sistemas que puedan proporcionar un control mejorado de la expresion y niveles
mejorados de expresion de proteinas sin el uso de polimerasa de fago ni cepas huésped lisogénicas. También hay
una necesidad de sistemas que puedan proporcionar una expresion heterologa inducible en células procariotas, asi
como en células eucariotas tales como células de mamiferos y levaduras.

Segun la presente invencion, se proporciona un sistema de expresion de proteinas que comprende:
a) un promotor T7A3;y
b) una secuencia operadora palindromica perfecta.

Las secuencias operadoras que pueden emplearse en el sistema de expresion segun la presente invencion incluyen
lac, gal, deo y gin. Se pueden emplear una o mas secuencias operadoras palindrémicas perfectas. En muchas
realizaciones preferidas, se emplean dos secuencias operadoras palindromicas perfectas, mas ventajosamente una
secuencia operadora que esta situada en direccion 3’ del promotor, y estando situada una secuencia operadora en
direccion 5’ del promotor. Cuando se emplean dos sistemas de operador, las secuencias operadoras estan
preferiblemente separadas para maximizar el control del promotor. En muchas realizaciones, la separacion es de de
85 a 150 pares de bases, preferiblemente de 90 a 126 pares de bases, y lo mas preferiblemente de 91 6 92 pares de
bases. En determinadas realizaciones, una secuencia operadora se solapa con el punto de inicio transcripcional.

Se reconocera que el sistema operador se emplea cominmente con una secuencia represora apropiada. Las
secuencias represoras producen proteina represora, por ejemplo la secuencia génica lacl cuando se usan
operadores lac. También pueden usarse otras secuencias represoras de lac, por ejemplo puede usarse la secuencia
lacl® para aumentar el nivel de la proteina represora lac. La secuencia represora también puede proporcionarse
mediante el genoma de célula huésped o mediante el uso de un plasmido compatible adicional.

El sistema de expresion puede estar integrado en el genoma de la célula huésped, pero esta comprendido
preferiblemente dentro de un elemento extracromosémico tal como un plasmido. Alternativamente, el sistema de
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expresion puede estar incorporado en vectores fagicos o virales, y éstos pueden usarse para suministrar el sistema
de expresion en el sistema de célula huésped. Pueden ensamblarse plasmidos o vectores de expresiéon mediante
métodos conocidos en la técnica. El plasmido también comprende normalmente uno o mas de los siguientes: un
marcador seleccionable, por ejemplo una secuencia que confiere resistencia a antibidticos, una secuencia de
estabilidad cer y un casete de expresion. El sistema de expresion también puede incorporar una secuencia sefial si
se requiere secrecion de la proteina deseada.

La expresion puede inducirse mediante la adicion de un inductor tal como isopropil-pB-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG), analogos de IPTG tales como isobutil-C-galactésido (IBCG), lactosa o melibiosa. Pueden usarse otros
inductores, y se describen mas completamente en otra parte (por ejemplo, véase The Operon, eds Miller and
Renznikoff (1978)). Pueden usarse inductores individualmente o en combinacién. La construccion de plasmidos o
vectores de expresion apropiados resultara evidente para el cientifico de pericia normal.

El sistema de expresion de la presente invencion se puede emplear para expresar proteinas en células huésped, y
especialmente en microorganismos. Tal como se usa en el presente documento, “proteinas” se refiere generalmente
a péptidos y proteinas que tienen mas de aproximadamente 10 aminoacidos. La célula huésped puede ser
procariota o eucariota. Los ejemplos de células procariotas incluyen células bacterianas, por ejemplo células
bacterianas gram-negativas, incluyendo E. coli, Salmonella typhimurium, Serratia marsescens y Pseudomonas
aeruginosa, y células bacterianas gram-positivas incluyendo Bacillus subtilis. Los ejemplos de células eucariotas
incluyen levaduras, tales como Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces
lactis, Schizosaccharomyces pombe. Las células huésped de mamifero que se pueden emplear incluyen estirpes
celulares humanas, tales como células de rifidn embriénico humano y PERC.6; estirpes celulares murinas, tales
como células NSO; y particularmente estirpes celulares de hamster, tales como células de rifion de hamster neonato
y especialmente células de ovario de hamster chino. También se pueden emplear otras células huésped eucariotas,
tales como aquellas de hongos filamentosos, células vegetales, de insectos, de anfibios, o especies oviparas. Las
células huésped preferidas son bacterias, particularmente enterobacteriaceas, preferiblemente E. coli, y
especialmente sus cepas B o K12.

El sistema de expresion de la presente invenciéon se emplea comunmente en forma de un plasmido, y los plasmidos
que comprenden un promotor T7A3 y una secuencia operadora palindrémica perfecta forman otro aspecto de la
presente invencion. Los plasmidos pueden ser plasmidos de replicacion autbnoma o plasmidos de integracion.

El sistema de expresion de la presente invencidon se emplea ventajosamente para la fabricacion de proteinas,
especialmente proteinas recombinantes, mediante el cultivo de células recombinantes. Para la expresion de
proteinas, se reconocera que el promotor y la secuencia operadora estan operativamente unidos a ADN que codifica
una proteina que va a expresarse.

Por consiguiente, la presente invencion también proporciona un método para la producciéon de una proteina que
comprende expresar un sistema de expresion que comprende

a) un promotor T7A3;
b) una secuencia operadora palindrémica perfecta; y
C) un casete de expresion para una proteina;

Si se desea, pueden estar presentes uno o mas promotores, secuencias operadoras y casetes de expresion, que
pueden ser los mismos o diferentes.

El sistema de expresion se expresa mediante métodos bien conocidos en la técnica para las células empleadas. Los
métodos de expresion preferidos incluyen cultivar las células recombinantes en medio de crecimiento, especialmente
mediante fermentacion, y luego recuperar la proteina expresada. El término “medio de crecimiento” se refiere a un
medio de nutrientes usado para hacer crecer las células recombinantes. En muchas realizaciones, se emplea una
disolucién de nutrientes. En la técnica, los medios de crecimiento adecuados para células recombinantes dadas son
bien conocidos.

La presente invencion se ilustra sin limitacion mediante los siguientes ejemplos.
1. Generacioén de series de vectores pAVE
Vectores pAVEO11, pAVEO12 y pAVEO13

El vector de partida para la generacion de pAVEO11 fue pZT7#2.0, preparado tal como se describe en el documento
US 6.537.779. pZT7#2.0 tiene una estructura principal de vector pAT153, secuencia de estabilidad cer, tet A/R, una
secuencia operador lac nativa individual en el sentido de 5’ del gen de interés, y un terminador de la transcripcion de
T4 en el sentido de 5. Se clonaron un promotor T7A3 y operadores lac palindromicos perfectos dobles en este
plasmido usando ligadores oligonucleotidicos sintéticos por medio de los sitios de enzimas de restriccion Nco |,
EcoR |y Xba .
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Se preparo el ligador 12.1 hibridando los oligonucleétidos 1y 2.1:
Oligonucledtido 1 (SEQ ID NO 1)
5CATGTGGGAATTGTGAGCGCTCACAATTCCAAGAACAATCCTGCACG
Oligonucleétido 2.1 (SEQ ID NO 2)
5AATTCGTGCAGGATTGTTCTTGGAATTGTGAGCGCTCACAATTCCCA

El ligador se ligd entonces al plasmido pZT7#2.0, y se transformd en la cepa huésped de clonacion XL-1 Blue MR
(Stratagene) como un fragmento de Nco I/EcoR I. El cribado inicial de transformantes se realiz6 mediante digestion
de restriccion usando Nco |. La secuencia se confirmé mediante secuenciacion. El plasmido resultante se denominé
pAVEOQ12.

Entonces se clono el casete del promotor T7A3 en pAVE012 hibridando los oligonucleétidos 3 y 4:

Oligonucleétido 3 (SEQ ID NO 3)

S'AATTCAAACAAAACGGTTGACAACATGAAGTAAACACGGTACGATGTACCGGAATT
GTGAGCGCTCACAATTCCCCA

Oligonucledtido 4 (SEQ ID NO 4)

S'CTGGTGGGGGGTTGTGGGCGCTCGCGGTTCCGGTGCGTCGTGCCGT
GTTTGCTTCGTGTTGTCGGCCGTTTTGTITG

ligandose los oligonucledtidos hibridados al plasmido pAVEQ12 y transformandose en la cepa huésped de clonacion
XL-1 Blue MR (Stratagene) como un fragmento de Xba I/EcoR I. El cribado inicial se realizé6 mediante digestion de
restriccion de ADN de plasmido. La secuencia se confirmé entonces mediante secuenciacion. El plasmido resultante
se denomind pAVEO11.

Se clond el gen de TNFo humano en este plasmido como un fragmento de Nde I/Xho | para generar pAVEO13. En la
figura 7 se presenta un mapa de plasmido para pAVE013. Aquella muestra la disposicién de operadores y promotor,
y los sitios de enzimas de restriccion usados en la construccion. Los operadores son ambos operadores lac
palindromicos perfectos. RBS es el sitio de union al ribosoma El vector incluye una estructura principal de vector
pAT153, una secuencia de estabilidad cer, un gen de resistencia a tetraciclina inducible (tet A/R), y un terminador de
la transcripcion de T4 en el sentido de 5'.

Vectores pAVE038 y pAVE041

El vector de partida para la generacion de pAVEOQ38 fue pZT7#2.0, preparado tal como se describe en el documento
US 6.537.779. Se clonaron en este plasmido un promotor tac y un operador lac nativo individual usando un ligador
oligonucleotidico sintético por medio de los sitios de enzimas de restriccion EcoR |y Xba .

El ligador 1112 se obtuvo hibridando los oligonucledtidos 11y 12
Oligonucledtido 11 (SEQ ID NO 5)

5’AATTTTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGGATACTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTCCCCA

Oligonucledtido 12 (SEQ ID NO 6)

5'CTAGTGGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAGTATCCGAGCC
GATGATTAATTGTCAACAGCTCATTTCAGAA

El ligador se ligd entonces al plasmido pZT7#2.0, y se transformd en la cepa huésped de clonacion XL-1 Blue MR
(Stratagene) como un fragmento de Xba I/EcoR I. El cribado inicial de transformantes se realiz6 mediante digestion
de restriccion usando Nco |. La secuencia se confirmd mediante secuenciacion. El plasmido resultante se denominé
pAVEQ38.
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Se clond un gen de TNFa humano en este plasmido como un fragmento de Nde I/Xho | para generar plasmido
pAVE041.

Vector pAVE028 y pAVE030

El vector de partida para la generacion de pAVE028 fue pAVE012. Se clond un casete de promotor T7A3 en
pAVEO012 hibridando los oligonucledtidos 5 y 6.

Oligonucledtido 5 (SEQ ID NO 9)

5'AATTCGAAACAAAACGGTTGACAACATGAAGTAAACACGGTACGATGTACCGGAAT
TGTGAGCGCTCACAATTCCCCA
Oligonucledtido 6 (SEQ ID NO 10)

S'CTGGTGGGGGGTTGTGGGCGCTCGCGGTTCCGGTGCGTCGTGCCGT
GTTTGCTTCGTGTTGTCGGCCGTTTTGTTTCG

ligandose los oligonucledtidos hibridados al plasmido pAVEQ12 y transformandose en la cepa huésped de clonacion
XL-1 Blue MR (Stratagene) como un fragmento de Xba I/EcoR I. El cribado inicial se realizé6 mediante digestion de
restriccion de ADN de plasmido. La secuencia se confirmé entonces mediante secuenciacion. El plasmido resultante
se denominé pAVE028.

Se clond un gen de TNFo humano en este plasmido como un fragmento de Nde I/Xho | para generar pAVEQ030.
Vectores pAVEOO7 y pAVE031

El vector de partida para la generacion de pAVEOQO7 fue pZT7#2.0, preparado tal como se describe en el documento
US 6.537.779. Se clonaron en este plasmido un promotor T7A3 y un operador lac palindromico perfecto individual
usando un ligador oligonucleotidico sintético por medio de los sitios de enzimas de restriccion EcoR |y Xba .

El ligador que contiene el promotor T7A3 se obtuvo hibridando los oligonucleétidos 3 y 4.

Oligonucleotido 3 (SEQ ID NO 3)
5'AATTCAAACAAAACGGTTGACAACATGAAGTAAACACGGTACGATGTACCGGAATT
GTGAGCGCTCACAATTCCCCA

Oligonucledtido 4 (SEQ ID NO 4)

5'CTGGTGGGGGGTTGTGGGCGCTCGCGGTTCCGGTGCGTCGTGCCGT
GTTTGCTTCGTGTTGTCGGCCGTTTTGTTTG

Los oligonucleétidos 3 y 4 se hibridaron, el ligador formado se ligé entonces al plasmido pZT7#2.0 y se transformo
en la cepa huésped de clonacion XL-1 Blue MR (Stratagene) como un fragmento de Xba I/EcoR I. El cribado inicial
se realizd mediante digestion de restriccion de ADN de plasmido. La secuencia se confirmd mediante secuenciacion.
El plasmido resultante se denominé pAVEOQ7.

Se cloné un gen de TNFo humano en este plasmido como un fragmento de Nde I/Xho | para generar pAVE031.

Tabla 1: Resumen de vectores pAVE

Plasmido Promotor Sistema de operador Comentarios

pAVE041 tac Secuencia lac nativa individual

pAVEO13 T7A3 Secuencias palindrémicas perfectas  [Separacién de operador de 91 pares de bases
dobles (DPPS91)

pAVEOQ30 T7A3 Secuencias palindrémicas perfectas Separacién de operador 92 pares de bases
dobles (DPPS92)

pAVE031 T7A3 Secuencias palindrémicas perfectas

individuales
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2. Generacioén de cepas recombinantes

Se transformaron cepas de E. coli W3110 (disponible de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo como cepa
ATCC27325) y BL21 (disponible de EMD Biosciences Inc, San Diego, USA) mediante electroporacion con los
plasmidos tal como se describen en la Tabla 2 a continuacion. Las cepas recombinantes resultantes se purificaron y
se mantuvieron en disoluciones madre en glicerol a -80°C.

Tabla 2: Cepas recombinantes construidas

Huésped Plasmido | Descripcion (proteina:promotor:sistema de operador) |N° de designacion recombinante
ATCC27325 | pAVEO13 TNFo:T7A3:DPPS91 CLDO018
ATCC27325 | pAVE030 TNFo:T7A3:DPPS92 CLDO026
ATCC27325 | pAVE031 TNFo:T7A3:SPPS CLD032
ATCC27325 | pAVEO041 TNFo:tac:lacO nativo individual CLD043

BL21 pAVEO13 TNFo:T7A3:DPPS91 CLDO035
BL21 pAVE030 TNFo:T7A3:DPPS92 CLDO028

Comparacion 1

El vector de partida para la generacion de un plasmido con el promotor T7A3 sin ningun operador fue pZT7#2.0. Se
cloné un promotor T7A3 en este plasmido usando ligador oligonucleotidico sintético por medio de los sitios de
enzimas de restriccion EcoR |y Xba .

El ligador 2122 se prepar6 hibridando los oligonucleétidos 21 y 22
Oligonucledtido 21 (SEQ ID NO 18)

5'’AATTCGAAACAAAACGGTTGACAACATGAAGTAAACACGGTACGATGTACCACATG
AAACGACAGTGAGTCA

Oligonucledtido 22 (SEQ ID NO 19)

5'CTAGTGACTCACTGTCGTTTCATGTGGTACCTCGTACCGTGTTTACTTCATGTTGTC
AACCGTTTTGTTTCG

El ligador se ligd entonces al plasmido pZT7#2.0, y se transformé en la cepa huésped de clonacion XL-1 Blue MR
(Stratagene) como ujn fragmento de Xba I/EcoR I. El cribado inicial se realizé6 mediante digestion de restriccion de
ADN de plasmido. La secuencia se confirmd entonces mediante secuenciacion. Se cribaron ochenta y dos clones
mediante digestion de restriccion y secuenciacion.

No se identificd ningin clon con la secuencia de promotor T7A3 correcta (todos contenian mutaciones en la
secuencia). Esto sugiere que la construccion de plasmidos que contienen este promotor constitutivo potente es
problematica.

Comparacion 2

El vector de partida para la generacion de un plasmido con el promotor T7A3 bajo el control de una secuencia
operadora Lac nativa individual fue pZT7#2.0. Se clon6 un promotor T7A3 y secuencia operadora Lac (LacO) nativa
en este plasmido usando ligador oligonucleotidico sintético por medio de los sitios de enzimas de restriccion EcoR |
y Xba l.

El ligador 2324 se obtuvo hibridando los oligonucleotidos 23 y 24
Oligonucleétido 23 (SEQ ID NO 20)

S'’AATTCGAAACAAAACGGTTGACAACATGAAGTAAACACGGTACGATGTACCGGAAT
TGTGAGCGGATAACAATTCCCCA
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Oligonucledtido 24 (SEQ ID NO 21)

5CTAGTGGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCGGTACATCGTACCGTGTTTACTTCA
TGTTGTCAACCGTTTTGTTTCG

El ligador se ligd entonces al plasmido pZT7#2.0, y se transforméd en la cepa huésped de clonacion XL-1 Blue MR
(Stratagene) como un fragmento de Xba I/EcoR I. El cribado inicial se realizd6 mediante digestion de restriccion de
ADN de plasmido. La secuencia se confirmé entonces mediante secuenciacion. Se examinaron noventa y cuatro
clones mediante digestion de restriccion y secuenciacion. De nuevo, no se identificd ningin clon con la secuencia
correcta. Sin embargo, se encontré que un clon tenia una secuencia casi intacta. Este clon contenia una ‘G’
adicional en la secuencia, aproximadamente en la posicion -37. Es dificil asignar la posicion exacta de la mutacion
puesto que la secuencia esperada contiene -GG- en esta region. Se clon6 el gen de TNFa. humano en el plasmido
con la secuencia casi intacta como un fragmento de Nde I/Xho |. Se cribaron veinte colonias de la cepa huésped de
clonacion XL-Blue MR (Stratagene). Una fue el clon positivo sin mutaciones (aparte de la ‘G’ adicional descrita
anteriormente). Este plasmido se transformd en un huésped de produccion (ATCC27325) y se volvio a secuenciar el
plasmido.

Esto indicé que el plasmido contenia mutaciones visibles en las secuencias tanto del promotor T7A3 como de TNFa
humano, lo que indica que el uso del promotor T7A3, incluso bajo el control de la secuencia operadora lac nativa, da
como resultado inestabilidad del plasmido.

Ejemplo 3

Se retir6 un vial de CLD032 del congelador a -80°C y se dej6 que se descongelara. Se inocularon 10 ul de la
disolucion madre en glicerol descongelada en 5 ml de caldo de Luria (LB, extracto de levadura 5 g/l (Oxoid), triptona
10 g/l (Oxoid) y cloruro de sodio 5 g/l) suplementado con tetraciclina (10 ug/ml) y glucosa (1 g/l). Se incub6 a 37°C
en un agitador orbital durante 16 h. Entonces se usaron 500 pl de este cultivo para inocular dos matraces
Erlenmeyer de 250 ml que contenian 50 ml de caldo de Luria (composicion tal como se describié anteriormente). Los
matraces se incubaron a 37°C, a 200 rpm en un agitador orbital. El crecimiento se monitorizé hasta DOg0=0,5-0,7.
En este punto, un matraz se indujo con IPTG (isopropil-3-D-1-tiogalactopirandsido) hasta una concentracion final de
0,05 mM, mientras que el segundo matraz se dejo sin inducir para monitorizara la expresion basal. Se continud la
incubacién, en las condiciones descritas anteriormente, durante la cual se tomaron muestras para la mediciéon del
crecimiento, acumulacion de hTNFa en las células bacterianas. El nivel de acumulaciéon de hTNFa se determino
usando barrido de densitometria de geles SDS-PAGE tefiidos con Colloidal Blue de lisados de células completas de
las bacterias tomadas como muestra. A continuacion se resumen los resultados en la Tabla 3.

Tabla 3

Tiempo (horas) Nivel de acumulacion de hTNFa (% de TCP*)

2

25

3
4 18
6
8

33

24 42

24 (basal, sin IPTG) 13

(*): TCP = Proteina Celular Total

Tomados juntos, los datos presentados en las Comparaciones 1 y 2, y en el Ejemplo 3, muestran que se logré
sorprendentemente el control eficaz del promotor T7A3 potente usando una secuencia operadora palindrémica
perfecta individual. Esto fue totalmente inesperado dado que el uso del operador nativo individual (Comparacion 2)
no proporcioné control basal suficiente para permitir que se estableciese una cepa de producciéon recombinante
estable. Se lograron niveles elevados de acumulacion de producto con el sistema de control palindromico perfecto
individual usando concentracion relativamente baja de inductor para la induccion. Aunque se observd expresion
basal (en ausencia de inductor), fue evidente sdlo tras incubacion significativamente prolongada (24 h).

Ejemplo 4




10

15

20

25

30

35

ES 2445173 T3

Se retiraron viales de CLD018 del congelador a -80°C y se dejaron descongelar. Se inocularon 10 ul de la disolucion
madre en glicerol descongelada en 5 ml de caldo de Luria (LB, extracto de levadura 5 g/l (Oxoid), triptona 10 g/l
(Oxoid) y cloruro de sodio 5 g/l) suplementado con tetraciclina (10 pg/ml) y glucosa (1 g/l). El cultivo de siembra se
incubd a 37°C en un agitador orbital durante 16 h. Entonces se usaron 500 pl del cultivo de siembra para inocular
matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 50 ml de caldo de Luria (composicion tal como se describio
anteriormente). Los matraces se incubaron a 37°C, a 200 rpm en un agitador orbital. El crecimiento se monitorizé
hasta DOgp0=0,5-0,7. En este punto, los matraces se indujeron con IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido) hasta
una concentracion final de 0,05 mM y 1 mM. También se dejo un matraz sin inducir, y se continud la incubacion, en
las condiciones descritas anteriormente, durante la cual se tomaron muestras para la mediciéon del crecimiento,
acumulacion de hTNFa en las células bacterianas. Se determind el nivel de acumulacion de hTNFo usando barrido
de densitometria de geles de SDS-PAGE tefidos con Colloidal Blue de lisados de células completas de las bacterias
tomadas como muestra. A continuacion se resumen los resultados en la Tabla 4.

Tabla 4
Tiempo con IPTG 0,05 mM| Nivel de acumulacion de Tiempo con IPTG 1 mM | Nivel de acumulacion de
(horas) hTNFa (% de TCP) (horas) hTNFa (% de TCP)
3 2 5 7
4 5 6 12
6 8 8 19
8 13 24 26
24 19
24 (basal, sin IPTG) No detectado

Estos datos demostraron que puede realizarse un control adicional del promotor T7A3 potente usando dos
secuencias operadoras palindromicas perfectas separadas por 91 pb. Se ha reducido significativamente la expresion
basal (en ausencia de inductor) con respecto a la lograda usando un operador palindréomico perfecto individual para
controlar la represion. El control de la expresion basal logrado usando las secuencias palindromicas perfectas dobles
fue inesperado en comparacion con el sistema de T7 del documento US 6.537.779, en el que el control de la
expresion basal requiere dos elementos de control diferentes. En este ejemplo, el control de la expresion basal se
logré en un fondo elevado de ARN polimerasa de E. coli.

Ejemplo 5

Se retir6 un vial de CLD026 del congelador a -80°C y se dej6 que se descongelara. Se inocularon 10 ul de la
disolucion madre en glicerol descongelada en 5 ml de caldo de Luria (LB, extracto de levadura 5 g/l (Oxoid), triptona
10 g/l (Oxoid) y cloruro de sodio 5 g/l) suplementado con tetraciclina (10 ug/ml) y glucosa (1 g/l). Se incub6 a 37°C
en un agitador orbital durante 16 h. Entonces se usaron 500 pl de este cultivo para inocular matraces Erlenmeyer de
250 ml que contenian 50 ml de caldo de Luria (composicion tal como se describid anteriormente). Los matraces se
incubaron a 37°C, a 200 rpm en un agitador orbital. El crecimiento se monitorizé hasta DOgy0=0,5-0,7. En este punto,
los matraces se indujeron con IPTG (isopropil-3-D-1-tiogalactopiranésido) hasta una concentracion final de 0,05 mM
y 0,005 mM. También se dejé un matraz sin inducir, y se continud la incubacion, en las condiciones descritas
anteriormente, durante la cual se tomaron muestras para la medicion del crecimiento, y acumulaciéon de hTNFa en
las células bacterianas. El nivel de acumulacion de hTNFa se determiné usando barrido de densitometria de geles
de SDS-PAGE tefiidos con Colloidal Blue de lisados de células completas de las bacterias tomadas como muestra.
Los resultados se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5

Tiempo de induccién con
IPTG 0,005 mM (horas)

Nivel de acumulacion de
hTNFa (% de TCP)

Tiempo de induccién con
IPTG 0,05 mM (horas)

Nivel de acumulacion de
hTNFa (% de TCP)

8

24 (basal, sin IPTG)

15

No detectado

8

17
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Los resultados demostraron que el cambio de la separaciéon entre las dos secuencias operadoras palindrémicas
perfectas en 1 pb (desde 91 hasta 92 pb) no influyé de manera adversa en el comportamiento tanto en términos de
la expresion basal como en el nivel de acumulacion final logrado. Inesperadamente, la reduccion de la concentracion
de IPTG 10 veces (de 0,05 mM a 0,005 mM) no redujo significativamente la productividad inducida.

Ejemplo 6

Se retiraron viales de CLD028 y CLDO035 del congelador a -80°C y se dejaron descongelar. Se inocularon por
separado 10 pl de cada disolucion madre en glicerol descongelada en cada uno de 2x5 ml de caldo de Luria (LB,
extracto de levadura 5 g/l (Oxoid), triptona 10 g/I (Oxoid) y cloruro de sodio 5 g/l) suplementado con tetraciclina (10
pug/ml) y glucosa (1 g/l). Se incubaron a 37°C en un agitador orbital durante 16 h. Entonces se usaron 500 pl de estos
cultivos para inocular por separado matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 50 ml de caldo de Luria
(composicion tal como se describié anteriormente). Los matraces se incubaron a 37°C, a 200 rpm en un agitador
orbital. El crecimiento se monitorizé hasta DOgp=0,5-0,7. En este punto, los matraces se indujeron con IPTG
(isopropil-pB-D-1-tiogalactopirandsido) hasta una concentracion final de 1 mM, y se continud la incubacion, en las
condiciones descritas anteriormente, durante la cual se tomaron muestras para la mediciéon del crecimiento,
acumulacion de hTNFa en las células bacterianas. La acumulacion de hTNFa se determind usando barrido de
densitometria de geles de SDS-PAGE tefiidos con Colloidal Blue de lisados de células completas de las bacterias
tomadas como muestra. Los datos se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6

CLDO035: Promotor T7A3, operadores palindromicos
perfectos dobles con separacién de 91 pb

CLDO028: Promotor T7A3, operadores palindromicos
perfectos dobles con separacién de 92 pb

Tiempo (horas) tras la
induccion con IPTG

Nivel de acumulacion de
hTNFa (% de TCP)

Tiempo (horas) tras la
induccion con IPTG

Nivel de acumulacion de
hTNFa (% de TCP)

2 7 2 10
4 14 4 15
20 27 20 23

Estos datos, tomados junto con los datos presentados en los Ejemplos 4 y 5 anteriormente, indicaron que pueden
usarse las cepas tanto K-12 como B de E. coli.

Ejemplo 7

Se prepararon indculos de fermentacion afadiendo 200 pl de disoluciéon madre en glicerol de cada una de las cepas
descritas a continuacion a un matraz de agitacion con deflectores de 2,0 | que contenia 200 ml de caldo de Luria
(LB, extracto de levadura 5 g/l (Oxoid), triptona 10 g/l (Oxoid) y cloruro de sodio 5 g/l) suplementado con 15 ug/ml de
tetraciclina. Los indculos se hicieron crecer durante 12 h a 37°C en un agitador-incubador con una agitacion de 250
rpm. Se uso6 indculo del matraz de agitacion de 200 ml para inocular un fermentador de 15 | de volumen de trabajo
que contenia 10 | de medio de crecimiento discontinuo. Las fermentaciones se llevaron a cabo en las condiciones de
funcionamiento descritas a continuacion. Se control6 la temperatura a 37°C y pH a 6,8, controlado mediante adicion
automatica de hidroxido de amonio al 35% (p/v). El punto de referencia de tensidon de oxigeno disuelto (dOT) fue
30% de saturacion de aire, y se control6 mediante ajuste automatico de la velocidad del agitador del fermentador,
desde un minimo de 250 rpm hasta un maximo de 1500 rpm, y suplementacién automatica de oxigeno a la corriente
de gas de entrada. El flujo de aire hacia la vasija de fermentador fue de 10 I/min. en todo momento. La presion se
mantuvo en el fermentador entre 50 y 200 mbares.

Se realizaron fermentaciones en modo discontinuo hasta agotamiento de la fuente de carbono (es decir, glicerol), lo
que se produjo aproximadamente 10 h tras la inoculacién y se caracterizé por un aumento repentino de la dOT. La
fermentacion con alimentacion discontinua se inicié en el punto de agotamiento de la fuente de carbono mediante la
adicién de una alimentacion de glicerol/cloruro de magnesio a una velocidad de alimentacion de 11 g de glicerol por |
de medio por h. La induccién se llevé a cabo mediante la adicion de IPTG hasta una concentracion final de 0,5 mM
una vez que el nivel de la biomasa en la fermentacion alcanzé DOegoo = 50-60. La fase con alimentacion discontinua
se continu6 durante 12 h tras la induccidon. Se tomaron muestras para determinar el nivel de biomasa (DOsgo) Y la
acumulaciéon de hTNFa (% de TCP)/titulo de hTNFa (g/l) en la cosecha (geles de SDS-PAGE tefiidos con Colloidal
Blue).

En la Tabla 7 se proporciona la composicién del medio de crecimiento discontinuo.
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Tabla 7
Componente Concentracion final [g/l], [mg/l] y [ml/I] de agua purificada
(NH4)2S04 14,0
Glicerol 35,0
Extracto de levadura (Becton Dickinson) 20,0
KH2PO4 2,0
KoHPO, 16,5
)Acido citrico 75
MgS0,.7H20 2,47
H3PO4 1,5 ml/l
CaCl2.2H.0 0,294
IAntiespumante AF204 0,2 mi/l
Tetraciclina 15 mg/l
FeS0,4.7H,0 114 mgl/l
ZnS04.7H.0 29 mgl/l
MnSO4.H,0 17 mg/l
Na;Mo0O4.2H,0 9 mgl/l
CuS04.5H,0 4 mg/l
H3.BO3 12 mg/l

En la Tabla 8 se proporciona la composicion de la alimentacion de glicerol / cloruro de magnesio.

Tabla 8

Componente de alimentacion

Cantidad requerida [g/l] de agua purificada

Glicerol

714

MgS0O4.7H,0

7.4

Los resultados se resumen en la tabla 9.

Tabla 9
Cepa Descripcion del vector de DOsoo enla | Acumulacion de hTNFa (% | Titulo de hTNFa (mg/l)
expresion cosecha de TCP) en la cosecha en la cosecha
CLDO018 Promotor T7A3, palindromo 147 29 8400
perfecto doble con 91 pb de
separacion
CLDO026 Promotor T7A3, palindromo 204 34 11400
perfecto doble con 92 pb de
separacion
CLDO032 Promotor T7A3, secuencia 194 41 12500
palindrémica perfecta individual

10
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Los datos demuestran claramente la utilidad de los sistemas para la fabricacion de proteinas heterdlogas. Se
lograron titulos elevados de producto usando una fermentacion no optimizada genérica y procedimientos de
induccion sencillos.

Ejemplo 8

Se clond el gen de fusion glutation-S-transferasa-3C proteinasa (GST-3C) como un fragmento de Nde I/Xho | en
pAVEO11 digerido con Nde | y Xho I. La secuencia del inserto se muestra en la Figura 1 (SEQ ID NO 23). Los
plasmidos recombinantes se cribaron mediante digestién de restriccion, y se confirmaron mediante secuenciacion. El
plasmido resultante se denominé pAVE052. Se transformé pAVE052 en BL21 de E. coli para obtrener CLD054, que
se purificd y se mantuvo en disoluciones madre en glicerol a -80°C.

Se cloné el gen de interferon a2 (IFNa.2) humano como un fragmento de Nde I/Xho | en pAVEO11 digerido con Nde |
y Xho |. La secuencia de ADN del inserto se muestra en la Figura 2 (SEQ ID NO 24). Los plasmidos recombinantes
se cribaron mediante digestion de restriccion, y se confirmaron mediante secuenciacion. El plasmido resultante se
denomind pAVEOQ58. Se transform6é pAVEQ058 en W3110 de E. coli para obtener CLD059, que se purifico y se
mantuvo en disoluciones madre en glicerol a -80°C.

Se clond el gen de eritropoyetina (EPO) humana, que se habia sometido a optimizacion de codones para su
expresion en E coli, como un fragmento de Nde I/Xho | en pAVEQO11 digerido con Nde | y Xho I. La secuencia de
ADN del inserto se muestra en la Figura 3 (SEQ ID NO 25). Los plasmidos recombinantes se cribaron mediante
digestion de restriccion, y se confirmaron mediante secuenciacion. El plasmido resultante se denominé pAVEO61. Se
transformé pAVEO061 en W3110 de E. coli para obtener CLD0O60, que se purificé y se mantuvo en disoluciones
madre en glicerol a -80°C.

Se llevaron a cabo fermentaciones con alimentacion discontinua usando CLD054, CLD059 y CLD060 usando los
medios y las condiciones de procedimiento descritos en el Ejemplo 7. Las fermentaciones se mantuvieron a 30°C o
37°C, tal como se describe en la Tabla 19. Se realizaron fermentaciones en modo discontinuo hasta agotamiento de
la fuente de carbono (es decir, glicerol). La fermentacion con alimentaciéon discontinua se inicid en este punto
mediante la adicién de una alimentacion que contenia glicerol (714 g/l) y sulfato de magnesio (30 g/l). Se llevé a
cabo la induccién mediante adicion de IPTG una vez que el nivel de biomasa en la fermentacion alcanzé DOgg = 50-
60. Las concentraciones de IPTG usadas se describen en la Tabla 10. La fase con alimentacion discontinua se
continué durante 12-15 h tras la induccién. Se tomaron muestras a lo largo de la totalidad de las fermentaciones
para determinar el nivel de biomasa (DOeoo) ¥ producto de proteina (titulo de (GST-3C, IFNa2 y EPO) (g/l), usando
geles de SDS-PAGE tenhidos con Colloidal Blue de lisados de células completas de las bacterias tomadas como
muestra).

Tabla 10
Cepa |Huésped E.| Descripcion de proteinay Temp. de | Conc. de IPTG de | DO600 Titulo de
coli vector expresion ferm. °C induccion (mM) producto (g/l)

CLD 054| BL21 GST-3C T7A3:DPPS91 37 0,50 100 8

CLD 059| W3110 IFNa2 T7A3:DPPS91 37 0,10 120 9
37 0,25 150 14
37 0,50 160 14

CLD 060 W3110 EPO T7A3:DPPS91 37 0,10 100 >13
30 0,50 90 >13

Los datos presentados en la Tabla 10 demuestran adicionalmente la utilidad de los sistemas para la fabricacion de
una amplia gama de proteinas heterdlogas. Se logran titulos elevados de producto usando un procedimiento de
fermentacion genérico sencillo acoplado con manipulacion de soélo la concentracion de IPTG usada para la
induccioén. Esto es particularmente beneficioso para reducir los plazos de desarrollo del procedimiento para proteinas
heterdlogas terapéuticamente Uutiles.

Ejemplo 9

Se clond el gen de L-2-haloalcanoato deshalogenasa (hadlL) de Pseudomonas putida usando sitios Nde | y Spe |
que se habian modificado por ingenieria usando PCR. La secuencia génica se muestra en la Figura 4 (SEQ ID NO

11
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26). El plasmido pAVEO11 se digirid con Nde | y Spe |, y la banda se extrajo con gel. El gen hadL se digirié con Nde |
y Spe |, y el gen hadL se extrajo con gel y se ligdb a pAVEO11 para producir pAVEQ75. El origen de replicacion de
Pseudomonas savastanoi se copi6 usando la PCR a partir de plasmido pCN60 (ATCC 77101; Nieto C, et al. (1990)
Gene 87: 145-149).

Los cebadores usados fueron:
F37A: Secuencia: 5 AGATCTACGCTTATGGGTGCCTTTCC (SEQ ID NO 27), y
B29a: Secuencia: 5 AGATCTAATACGCAAACCGCCTCTCC (SEQ ID NO 28).

El producto de PCR se clon¢ inicialmente en TOPO TA pCR2.1 (Invitrogen) y luego en pAVEQ75 mediante digestion
con Bgl Il. El plasmido resultante, pAVEO86, se transformé en Pseudomonas putida NCIMB 12018, mediante
electroporacion, para preparar CLD075, que se purifico y se mantuvo en disoluciones madre en glicerol a -80°C. Se
retird un vial de CLDO75 de un congelador a -80°C y se dejo descongelar. Se inocularon 10 pl de la disolucién madre
en glicerol descongelada en 5 ml de caldo de Luria (LB, extracto de levadura 5 g/l (Oxoid), triptona 10 g/l (Oxoid) y
cloruro de sodio 5 g/l) suplementado con tetraciclina (10 ug/ml). Se incub6 a 30°C en un agitador orbital durante 16
h. Entonces se usaron 500 pl de este cultivo para inocular por separado dos matraces Erlenmeyer de 250 ml que
contenian 50 ml de caldo de Luria (composicion tal como se describié anteriormente). Los matraces se incubaron a
30°C, a 200 rpm en un agitador orbital. El crecimiento se monitorizé hasta DOgp0=0,5-0,7. En este punto, un matraz
se indujo con IPTG hasta una concentracion final de 0,5 mM mientras que se dejo sin inducir el segundo matraz para
monitorizar la expresion basal. Se continud la incubacion, en las condiciones descritas anteriormente, durante la cual
se tomaron muestras para la medicién del crecimiento y acumulacion de proteina HadL en las células bacterianas. El
nivel de acumulacion de HadL se determiné usando barrido de densitometria de geles de SDS-PAGE tefidos con
Colloidal Blue de lisados de células completas de las bacterias tomadas como muestra.

La expresion y acumulacion de la proteina HadL se presentan en la Figura 5. Los datos indican que el sistema de
expresion de T7A3:DPPS91 funciond en otro sistema de huésped procariota. Sorprendentemente, el sistema de
expresion funcioné con la misma eficacia en Pseudomonas putida que la observada cuando se usé E. coli como
sistema huésped. No se detectd expresion basal incluso tras 23 h de incubaciéon en ausencia de inductor. Se logré
un nivel elevado de expresion y acumulacion de proteina en Pseudomonas putida tras la inducciéon usando IPTG.

Ejemplo 10

Se llevd a cabo una fermentaciéon con alimentaciéon discontinua usando CLD075 de Pseudomonas putida usando los
medios de E. coli genéricos y las condiciones de procedimiento descritas en el Ejemplo 11. Las fermentaciones se
mantuvieron a 30°C y pH 7,0 (controlado con hidroxido de amonio al 25% y acido fosférico al 10%). Se realizaron
fermentaciones en modo discontinuo hasta agotamiento de la fuente de carbono (es decir, glicerol). La fermentacion
con alimentacion discontinua se inicié en este punto mediante adicion de una alimentacion que contenia glicerol (714
g/l) y sulfato de magnesio (30 g/l). Se llevé a cabo la induccion mediante adicion de IPTG 1 mM (concentracion final)
una vez que el nivel de biomasa en la fermentacion alcanzé DOgoo = 50. La fase con alimentacién discontinua se
continué durante 12-15 h tras la induccién. Se tomaron muestras a lo largo de la totalidad de la fermentacion para
determinar el nivel de biomasa (DOsoo) y la acumulacion de proteina HadL ((% de TCP) geles de SDS-PAGE tefiidos
con Colloidal Blue de lisados de células completas de las bacterias tomadas como muestra). El crecimiento de
CLDO075 y la expresidon/acumulacion de proteina HadL tras la induccion se presentan en la Figura 6.

Se lograron niveles elevados de expresion y acumulacion de proteina (>40% TCP) usando el sistema de expresién
en Pseudomonas putida incluso usando Unicamente un medio de crecimiento genérico disefiado para su uso con E.
coli.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> FUJIFILM Diosynth Biotechnologies UK Limited
<120> Sistema de expresion

<130> SMC 60733/EPT/D1

<141> 2007-02-01

<150> GB 0602173.7

<151> 2006-02-03

<160> 40

<170> Patentln version 3.3

<210>1
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<211> 47

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucledtido 1 usado en la preparacion del Ligador 12.1
<400> 1

catgtgggaa ttgtgagcgc tcacaattcc aagaacaatc ctgcacg 47

<210> 2

<211> 47

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> oligonucledtido 2.1 usado en la preparacion del Ligador 12.1
<400> 2

aattcgtgca ggattgttct tggaattgtg agcgctcaca attccca 47

<210> 3

<211> 77

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucledtido 3 usado en la clonacion del promotor T7A3

<400> 3

aattcaaaca aaacggttga caacatgaag taaacacggt acgatgtacc ggaattgtga
gcgctcacaa ttcceca

<210> 4

<211> 77

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucledtido 4 usado en la clonacion del promotor T7A3

<400> 4

ctggtggggg gttgtgggcg ctcgeggttc cggtgcgtcg tgccgtgttt gottcgtgtt
gtcggecgtt ttgtteg

<210> 5
<211>79

13

60
77

60
77
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucledtido 11 usado en la preparacion del Ligador 1112

<400> 5

aattttctga aatgagctgt tgacaattaa tcatcggctc ggatactgtg tggaattgtg

agcggataac aattcccca

<210> 6

<211>79

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido 12 usado en la preparacion del Ligador 1112

<400> 6

ctagtgggga attgttatcc gctcacaatt ccacacagta tccgagecga tgattaattg

tcaacagctc atttcagaa

<210>7

<211>78

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido 13 usado en la preparacion del Ligador 1314

<400> 7

aattttctga aatgagctgt tgacaattaa tcatcggctc ggatactgty tggaattgtg
agcgctcaca attceccca

<210> 8

<211>78

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido 14 usado en la preparacion del Ligador 1314

<400> 8

ctagtgggga attgtgagcg ctcacaattc cacacagtat ccgagccgat gattaattgt

caacagctca tttcagaa

14

60
79

60
79

60
78

60
78
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<210>9

<211>78

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucledtido 5 usado en la clonacion del promotor T7A3

<400> 9

aattcgaaac aaaacggttg acaacatgaa gtaaacacgg tacgatgtac cggaattgtg

agcgctcaca attcccca

<210> 10

<211>78

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucledtido 6 usado en la clonacion del promotor T7A3

<400> 10

ctggtggggy gttgtgggcy ctcgcggttc cggtgcgteg tgccgtgttt gocttcgtgtt
gtcggccgtt ttgttteg

<210> 11

<211> 77

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucledtido 7 usado en la preparacion del Ligador 78

<400> 11

aattatctct ggcggtgttg acataaatac cactggcggt gatactgagc ggaattgtga

gcgctcacaa ttcccca

<210> 12

<211> 77

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucledtido 8 usado en la preparacion del Ligador 78

<400> 12

15

60
78

60
78

60
77
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ctagtgggga attgtgagcg ctcacaattc cgctcagtat caccgccagt ggtatttatg

tcaacaccgc cagagat

<210> 13

<211> 77

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleostido 15 usado en la clonacion del promotor tac

<400> 13

aattcctgaa atgagctgtt gacaattaat catcggctcg tataatgtgt ggaattgtga

gcgctcacaa ttcccca

<210> 14

<211> 77

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido 16 usado en la clonacion del promotor tac

<400> 14

ctagtgggga attgtgagcg ctcacaattc cacacattat acgagccgat gattaattgt

caacagctca trtcagg

<210> 15

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido 19 usado en la preparacion del Ligador EcoR |
<400> 15

aattcaccgg tgtacagtca tgtacaaccg gtg 33
<210> 16

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido 20 usado en la preparacion del Ligador EcoR |

16

60
77

60
77

60

77
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<400> 16

aattcaccgg ttgtacatga ctgtacaccg gtg 33
<210> 17

<211> 1550

<212> ADN

<213> Murinae gen. sp.

17

<400> 17
catatgaaat acctattgcc tacggcagcc gctggattgt tattactcge tgcccaacca 60
gcgatggccc aggtgcagct gcaggagtca ggacctggec tggtggcgcc ctcacagagc 120
ctgtccatca catgcaccgt ctcagggttc tcattaaccg gctatggtgt aaactgggtt 180
cgccagcctc caggaaaggg tctggagtgyg ctgggaatga tttggggtga tggaaacaca 240
gactataatt cagctctcaa atccagactg agcatcagca aggacaactc caagagccaa 300
gttttcttaa aaatgaacag tctgcacact gatgacacag ccaggtacta ctgtgccaga 360
gagagagatt ataggcttga ctactggggc caagggacca cggtcaccgt ctcctcagcc 420
tccaccaagg gcccatcggt cttccccctg geaccctect ccaagagcac ctctggggge 480
acagcggcec tgggetgect ggtcaaggac tacttceceq aaccggtgac ggtgtcotgg 540
aactcaggcg ccctgaccag cggcgtgcac accttcccgg ctgtcctaca gtcctcagga 600
ctctactcce tcagcagcgt ggtgactgtg ccctccagta gettgggeac ccagacctac 660
atctgcaacg tgaatcacaa ccccagcaac accaaggtcg acaagaaagt tgagcccaaa 720
tcttcaacta agacgcacac atcaggaggt gaacagaagc tcatctcaga agaggatctg 780
aattaataag ggagcttgca tgcaaattct atttcaagga gacagtcata atgaaatacc 840
tattgcctac ggcagccget ggattgttat tactcgetgc ccaaccagcg atggccgaca 900
tcgagctcac ccagtctcca gectcccttt ctgcgtctygt gggagaaact gtcaccatca 960
catgtcgagc aagtgggaat attcacaatt atttagcatg gtatcagcag aaacagggaa 1020
aatctcctca gcetcctggte tattatacaa caaccttagc agatggtgtg ccatcaaggt 1080
tcagtggcag taggatcagga acacaatatt ctctcaagat caacagcctg caacctgaag 1140
cttttgggag ttattactgt caacattttt ggagtactcc teggacgttc ggtggaggga 1200
ccaagctcga gatcaaacgg actgtggctg caccatctgt cttcatcttc ccgccatctg 1260
atgagcagtt gaaatctgga actgcctctg ttgtgtgcct gctgaataac ttctatceca 1320
gagaggccaa agtacagtgg aaggtggata acgccctcca atcgggtaac tcccaggaga 1380
gtgtcacaga gcaggacage aaggacagca cctacagoct cagcagcacc ctgacgctga 1440
gcaaagcaga ctacgagaaa cacaaagtct acgcctygcga agtcacccat cagggcctga 1500
gttcgcccgt cacaaagagc ttcaaccgcyg gagagtcata gtaaggatcc 1550
<210> 18
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<211>72

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucledtido 21 usado en la preparacion del Ligador 2122

<400> 18

aattcgaaac aaaacggttg acaacatgaa gtaaacacgg tacgatgtac cacatgaaac

gacagtgagt ca

<210> 19

<211>72

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucledtido 22 usado en la preparacion del Ligador 2122

<400> 19

ctagtgactc actgtcgttt catgtggtac ctcgtaccgt gtttacttca tgttgtcaac
cgttttgttt cg

<210> 20

<211>79

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucledtido 23 usado en la preparacion del Ligador 2324

<400> 20

aattcgaaac aaaacggttg acaacatgaa gtaaacacgg tacgatgtac cggaattgtg

agcggataac aattcccca

<210>21

<211>79

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucledtido 24 usado en la preparacion del Ligador 2324

<400> 21

18

60
72

60
72

60
79



ctagtgggga attgttatcc gctcacaatt ccggtacatc gtaccgtgtt tacttcatgt

tgtcaaccgt tttgttteg

<210> 22
<211> 1592
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> secuencia que codifica dianticuerpo tetravalente individual biespecifico producido en el Ejemplo 15

<400> 22

ES 2445173 T3

19

60

79



catatgaaaa
caagcccagg
tccatcacat
cagcctecag
tataattcag
ttcttaaaaa
agagattata
accaagggce
atcctgtety
acttacattc
acatccaacc
tactctctca
tggagtagta
cgcgecgaty
caacctggtyg
tacatgaact
aacaaagcta
tccagagata
agtgccactt
caaggcacca
accccggaca
gtcaccatca
aaacagggaa
ccatcaaggt
caacctgaag
ggtggaggga

gaagaagacc

<210> 23
<211> 1237
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

agacagctat
tgcagctgca
gcaccgtcte
gaaagggtct
ctctcaaatc
ftgaacagtct
ggcttgacta
catcgagcge
catctccagg
actggtacca
tggcttctgg
caatcagcag
aaccaccgac
ccgeeeegac
gttccctgag
gggtccgeca
atggttacac
aatcccaaag
attactgtac
cggtcaccgt
tcgagctcac
catgtcgagce
aatctecteca
tcagtggcag
cttttgggag
ccaagctcga

taaactcatg
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cgcgattgca
ggagtcagga
agggttctca
ggagtggctg
cagactgagc
gcacactgat
ctggggccaa
caaaaccacc
ggagaaggtc
gcagaagcca
agtccctgct
agtggaggct
gttcggtgga
cgtgcaggtg
actctcctgt
gcctccagga
aacagagtac
catcctctat
aagagatagg
ctcctcagec
ccagtctcca
aagtgggaat
gctcctggte
tggatcagga
ttattactgt
gatcaaacgg

ataagcggcc

gtggcactgg
cctggectagg
ttaaccggct
ggaatgattt
atcagcaagg
gacacagcca
gggaccacgg
ccggacategd
acaatgactt
ggatcctccc
cgcttcagtg
gaagatgctg
ggcaccaage
cagctgcagg
gcaacttctg
aaggcactty
agtgcatctg
cttcaaatga
gggctacggt
tccaccaagg
gccteecettt
attcacaatt
tattatacaa
acacaatatt
caacattttt
actgtgggat
gc

ctggtttcge
tggcgeccte
atggtgtaaa
ggggtgargg
acaactccaa
ggtactactg
tcaccgtetc
agctctcceca
gcagggccag
ccaaatcctg
gcagtgggtc
ccacttatta
tcgagatcaa
aatctggtgg
ggttcacctt
agtggttgog
tgaagggtcyg
acaccctgag
tctactttga
gcccategag
ctgcgtctgt
atttagcatg
caaccttagc
ctctcaagat
ggagtactcc

ccgaacaaaa

<223> secuencia que codifica proteikna de fusion GST producida en el Ejemplo 16

<400> 23

20

taccgtagct
acagagcctg
ctgggttcgce
aaacacagac
gagccaagtt
tgccagagag
ctcagcctcc
gtctccagca
ctcaagtgta
gatttatgcc
tgggacctct
ctgccaacat
acggactgtg
tggcttagtt
cactgattac
ttttattgga
gttcaccatc
agctgaggac
ctactggggc
cgccaaaacc
gggagaaact
gtatcagcag
agatggtgtg
caacagcctg
tcggacgttc
gctgatctca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1592
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21

catatgtccecc ctatactagg ttattggaaa attaagggec ttgtgcaacc cactcgactt 60
cttttggaat atcttgaaga aaaatatgaa gagcatttgt atgagcgcga tgaaggtgat 120
aaatggcgaa acaaaaagtt tgaattgggt ttggagtttc ccaatcttcc ttattatatt 180
gatggtgatg ttaaattaac acagtctatg gccatcatac gttatatagc tgacaagcac 240
aacatgttgg gtggttgtcc aaaagagcgt gcagagattt caatgcttga aggageggttr 300
ttggatatta gatacggtgt ttcgagaatt gcatatagta aagactttga aactctcaaa 360
gtrgattttc ttagcaagct acctgaaatg ctgaaaatgt tcgaagatcg tttatgtcat 420
aaaacatatt taaatggtga tcatgtaacc catcctgact tcatgttgta tgacgctctt 480
gatgttgttt tatacatgga cccaatgtgc ctggatgcgt tcccaaaatt agtttgtttt 540
aaaaaacgta ttgaagctat cccacaaatt gataagtact tgaaatccag caagtatata 600
gcatggcctt tgcagggctg gcaagccacg tttggtggtg gcgaccatcce tccaaaatcg 660
gatctggttc cgcgtggatc cggaccaaac acagaatttg cactatccect gttaaggaaa 720
aacataatga ctataacaac ctcaaaggga gagttcacag ggttaggcat acatgatcgt 780
gtctgtgtga tacccacaca cgcacagcct ggtgatgatg tactagtgaa tggtcagaaa 840
attagagtta aggataagta caaattagta gatccagaga acattaatct agagcttaca 900
gtgttgactt tagatagaaa tgaaaaattc agagatatca ggggatttat atcagaagat 960
ctagaaggtg tggatgccac tttggtagta cattcaaata actttaccaa cactatctta 1020
gaagttggcc ctgtaacaat ggcaggactt attaatttga gtagcaccce cactaacaga 1080
atgattcgtt atgattatgc aacaaaaact gggcagtgtg gaggtgtgct gtgtgctact 1140
ggtaagatct ttggtattca tgttggcggt aatggaagac aaggattitc agctcaactt 1200
aaaaaacaat attttgtaga gaaacaataa gaattcc 1237

<210> 24

<211> 513

<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 24
catatgatgt gtgatctgcc gcaaactcat agcctgggta gccgtcgecac cctgatgetg 60
ctggcccaaa tgcgccgtat ctcecctgttc tcctgtctga aagaccgcca tgactttggce 120
ttcccgecagy aagagttcgg taaccagttc caaaaggcag aaactatccc ggtactgcac 180
gaaatgattc aacagatttt taacctgttc agcactaaag actcctctge tgcatgggac 240
gaaactctcc tggacaaatt ctacaccgaa ctgtaccage aactgaacga cctggaagcc 300
tgcgtcatcc agggtgttgg cgtaaccgaa actccgectga tgaaagaaga ctccatcctg 360
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gctgttcgca aatacttcca gcgtatcacc ctgtacctga aagagaagaa atacagcccg 420
tgcgcttggg aagttgtacg cgctgaaatc atgcgttcct tcagcctgtc cactaacctg 480
caagaatctc tgcgtagcaa agaataactc gag 513

<210> 25

<211> 517

<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 25
catatggctc cgccacgtct gatttgtgac tctecgegttc tggagegtta cctgetggag 60
gccaaggaag ccgaaaacat cacgaccggt tgtgcggaac attgctctct gaatgagaac 120
atcactgttc c¢ggatacgaa ggttaacttc tacgettgga aacgtatgga agtaggccag 180
caggcagtag aagtgtggca gggtctggcg ctgetgtccg aageggttct gcgtggecag 240
gcgctgetgy tcaactccag ccagecgtgd gagecgotge agctgcacgt agataaageg 300
gttagcggte tgcgttccct gactaccctg ctgegegege tgggtgcgca aaaagaagcet 360
atctccccge cagatgcggce atctgcagec ccgetgegta ccatcactgc agatactttce 420
cgcaagetgt ttcgtgttta ttccaacttc ctgecgtggta aactgaagct gtacaccggt 480
gaagcgtgec gtaccggcga tcgttaataa actcgag 517

<210> 26

<211>713

<212> ADN

<213> Pseudomonas putida

<400> 26

22
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20

catatgaagg
gctctacgac
cgctatttct
gggccgttac
tctygggcttyg
caccccttat
aggcatcatt
gaattgggcg
tcgegtctat
ttcgtcaaac
caatcggcag

tctcgecgaa

aaataaccaa
gtgcattccg
cgcctctgge
gtgaactttg
tcgetcgatg
gccgatacag
tcaaatggtt
ttcgatcagce
agccttgeceg
gcgtgggatg
aacggcgegt
atgtcgaact
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tgaaaaacat
tggtgcaagc
ggcaaaagca
agaaagcaac
atgaaaccca
ctgacgecgt
ctcattgctc
tgatcagegt
agaagcgcat
cgagtgcage
ttgatgagct
ggctggttaa

<210> 27

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador F37A usado en el Ejemplo 17
<400> 27

agatctacgc ttatgggtgc ctttcc 26
<210> 28

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador B29a usado en el Ejemplo 17
<400> 28

agatctaata cgcaaaccgc ctctcc 26
<210> 29

<211> 69

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ccaaggtate
ctgtgaagag
attggaatac
agaggatgcc
ccagcgcectce
tcgccgtttg
gatcgagcaa
cgaggatgtg
gggttttcca
cagtaacttt
ggatgcaaag
ttcgetcgat

gttttcgatt
gtctatccgg
acctggctca
ttgcgcttta
agtgatgctt
aaagctgcgg
gtcgtgacta
caagtgttca
aaggaaaaca
ggtttcccgg
ccgacacacg

taatgaagga

<223> oligonucleétido GalB1 usado en la preparacion del Ligador GalB

<400> 29

23

tgtatggcac
gccaaggega
ggagcctcat
cctgcacgea
atttgcacct
gcctaccgcet
actctgaaat
aacctgatag
tcctcttegt
tttgctggat
tcgtgcgtaa

tcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
713
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aattcatacc ataagcctaa ttctacgaat tatcagagtt ctggttaccg gtgtaagcgc

ttacactgt

<210> 30

<211> 69

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonuclestido GalB2 usado en la preparacion del Ligador GalB

<400> 30

ctagacagtg taagcgctta caccggtaac cagaactctyg ataattcgta gaattaggct
tatggtatg

<210> 31

<211> 68

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido GalA1 usado en la preparacion del Ligador GalA

<400> 31

caattgtgta agcgcttaca caactttatt ccatgtcaca cttttcgcat ctttgttatg
ctatggtg

<210> 32

<211>72

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido GalA2 usado en la preparacion del Ligador GalA
<400> 32

aattcaccat cgcataacaa ggatgcgaaa agtgtgacat ggaataaagt tgtgtaagcg

cttacacaat tg

<210> 33
<211> 438
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

24

60
69

60
69

60
68

60
72
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<223> secuencia que codifica el promotor hCMV vy los operadores Lac usados en el Ejemplo 21

<400> 33

catatgccaa gtccgccccc tattgacgte

gcccagtaca
gctattatac
actcacgggg
aaaatcaacg
attgtgagcg
ctagatgcgt

tgaccttacg
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
ctcacaattc

acagtccgat

ggactttcct
cggttttggc
ctccacccca
aaatgtcgta
ctctatataa

gacttgcatg

acttggcagt
agtacaccaa
ttgacgtcaa
ataacccege
gcagagetey

gaattgtgag

attgcggtat aggctagce

<210> 34

<211> 813

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia que codifica proteina IgG Fc usada en el Ejemplo 21

<400> 34

atggagacag
gacgcggccc
aaatcttgtyg
ccgtcagtct
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
ctgaccaaga
gcecgtggagt
ctggactccg
cagcagggga

cagaagagcc

acacactcct
agccggecag
acaaaactca
tcctettecc
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcageeecy
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttcte

tctccctgte

gctatgggta
gcgegegege
cacatgccca
cccaaaaccc
ggacgtgagce
gcataatgcc
cgtcctcace
caacaaagcc
agaaccacag
cctgacctye
tgggcagecg
cttcctctac
atgctccgtg
tccgggtaaa

ctgetgetet
cgtacgtaca
ccgtgeccag
aaggacaccc
cacgaagace
aagacaaagc
gtcctgcace
ctecececagoce
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg
tga

<210> 35
<211> 1104
<212> ADN

25

acatctacgt
tgggcgtgga
tgggagtttg
ccecgttgacg
tttagtgaac

cgctcacaat

gggttccagg
agcttggatc

cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
¢gcgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcccecatce
gcettctatee
acaagaccac
ccgtyggacaa

ctctgcacaa

aatgacggta aatggcccgce ctggcattat

attagtcatc
tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggga
cgtcagatca

tccaagettt

ttccactggt
cgcagageccc
cctgggggga
ccggaccect
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggatgag
cagcgacatc
gcctceegtg
gagcaggtgg
ccactacacg

60
120
130
240
300
360
420
438

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
813
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<213> Artificial
<220>
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<223> secuencia clénica 1 usada en el Ejemplo 20

<400> 35

ctcgaggceat
cttteccttat
cacaaataca
ctggcgggea
ccgtcgecaaa
gtgtcgatgg
gcgcaacgeg
gtggaagctyg
atcaacagta
gcattgggtc
ctgcgtctgg
€gggaaggcyg
ggcatcgttc
gccattaccyg
accgaagaca
ctggggcaaa
aatcagcttt
accgecctcte

ctggaaagcy

<210> 36
<211> 1026
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

gtgctctgta
acattaggac
cacactaaat
aacagtcgtt
ttgtcgcgge
tagaacgaag
tcagtgggct
cctgcactaa
ttattttctc
accagcaaat
ctggctggca
actggagtgc
ccactgcgat
agtccggget
gctcatgtta
ccagcgtgga
tgccegtetc
cccgegegtt
ggcagtgact

tgtatataaa
ctttgcagca
ggcggagctg
gctgattggc
gattaaatct
cggcgtcgaa
gatcattaac
tgttccggcg
ccatgaagac
cgcgctgtta
taaatatctc
catgtccggt
gctggttgec
gcgcgttgat
tatcccgecg
ccgcttgctg
actggtgaaa
ggccgattca
cgag

<223> secuencia clénica 2 usada en el Ejemplo 20

<400> 36

actcttgttt
taaattacta
aattacattc
gttgccacct
cgcygccgatc
gcctgtaaag
tatccgetgg
ttatttcttg
ggtacgcgac
gcgggeccat
actcgcaatc
tttcaacaaa
aacgatcaga
gcggatatct
ttaaccacca
caactctctc
agaaaaacca

ttaatgcagc

26

tcttecttttc
tacttctata
ccaacegegst
ccagtctggc
aactgggtgc
<ggcggtgca
atgaccagga
atgtctctga
tgggcgtgga
taagttctgt
aaattcagcec
ccatgcaaat
tggcgctggg
cggtagtggg
tcaaacagga
agggccaggce
ccctggegec

tcgcacgaca

tctaaatatt
gacacgcaaa
ggcacaacaa
cctgeacgeg
cagcgtggtg
caatcttctce
tgccattgcet
ccagacaccc
gcatctggtc
ctcggegegt
gatagcggaa
gctgaatgag
cgcaatgcgce
atacgacgat
ttttcgectg
ggtgaagggc
caatacgcaa

ggtttcccga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1104
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15

ggatcctagg
ataatttccg
cataattctg
ctttcctaat

aattaggcca

ggaccatgtg
tcaattgtat
tataagggaa
caagaatagt
ccaagaatga
gctgctccag
atcggttact
acaaataacg
ggggtatctc
tctactaagc
aaccgttgtt
ggtatggctt

cagctg

<210> 37
<211>78
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

caataattat
aattaggaat
atgcaatatc
tagtccttca

tcaacgacag
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gagataaatg
aaatgcgcta
caacaactat
atagaacatc

taaattttgc

gtgcagcact
aatagacatc
ttgtgcaatt
tgtattcctt

cgaatttaat

attaagtagt
ccgttetctt
atttaacaaa
ttttttatga
agcttctact

aaaagatgca tctcatttat caaacacata atattcaagt

tgaagtgcaa
ttgtgagcge
tcaaacaaga
gatttccttc
tcaacactac
cagatttaga
ggttattgtt
tcgagaaaag
caggttcttyg
tgaaggacac

gtttcgttcc

gaaaaccaaa
tcacaattcce
agattacaaa
aatttttact
aacagaagat
aggggatttc
tataaatact
agaggctgaa
tcctattate
tgattgtcca

acadgaacaa

aagcaacaac
tgttactgtt
ctatcaatgg
gctgttttat
gaaacggcac
gatgttgctg
actattgcca
gctgctcaag
ttgattcgtt
ggtatcaaaa

aaactcatct

<223> oligonucleostido 17 usado en la clonacion del promotor tac

<400> 37

aggttttgga
cttacgattc
aattgtgagc
tcgcagcatc
aaattccggce
ttttgccatt
gecattgetgce
aaccagttaa
gcgetatgtt
agtgctgtga

cagaagagga

gtggatttca
tggtaatctg
atccaattaa
acaccttcct

gaaaaacagt

gagccttact
taagtacata
atttacgatt
gctcacaatt
ctccgcatta
tgaagctgtc
ttccaacagce
taaagaagaa
aggtcctgtyg
aaacccacct
aggttcctgce
tctgtaatag

aattttctga aatgagctgt tgacaattaa tcatcggctc gtataatgtg tggaattgtg

agcgctcaca attcccca

<210> 38
<211>78
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Oligonucledtido 18 usado en la clonacién del promotor tac
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<400> 38

ctagtgggga attgtgagcg ctcacaattc cacacattat acgagccgat gattaattgt

caacagctca tttcagaa

<210> 39

<211>78

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido 9 usado en la clonacién del promotor pL lambda

<400> 39

aattcatctc tggecggtgtt gacataaata ccactggcgg tgatactgag cggaattgtg

agecgetcaca attcccca

<210> 40

<211>78

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleodtido 10 usado en la clonacion del promotor pL lambda

<400> 40

ctagtgggga attgtgagcg ctcacaattc cgctcagtat caccgecagt ggtatttatg

tcaacaccgc cagagatg
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REIVINDICACIONES
1. Un sistema de expresién de proteina, que comprende:
a) un promotor T7A3 ligado operablemente a
b) una secuencia operadora palindrémica perfecta.
2. Un vector que comprende:
a) un promotor T7A3 ligado operablemente a
b) una secuencia operadora palindromica perfecta.
3. Un vector segun la reivindicacién 2, que comprende ademas un casete de expresion para una proteina.

4. Un vector segun las reivindicaciones 2 6 3, en el que el vector es un plasmido, preferiblemente un plasmido que
se replica de forma auténoma.

5. Una célula huésped transformada mediante un vector como se reivindica en una cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 4.

6. Un método para la produccion de una proteina recombinante, que comprende expresar un sistema de expresion
que comprende:

a) un promotor T7A3; operablemente ligado a
b) una secuencia operadora palindromica perfecta; y operablemente enlazada a
c) un casete de expresion para una proteina recombinante.

7. Un sistema de expresion, vector, célula huésped o método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el
que el sistema operador es lac, gal, deo o gin.

8. Un sistema de expresion, vector, célula huésped o método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el
que se emplea una secuencia operadora palindromica perfecta individual, que esta situada preferiblemente en
direccion 3’ del promotor.

9. Un sistema de expresion, vector, célula huésped o método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el
que el operador tiene la secuencia GGAATTGTGAGCGCTCACAATTCC (nucleobases 51 a 74 de SEC ID No. 3).

10. Un sistema de expresion, vector, células huésped o método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el
que un operador solapa el punto de partida transcripcional.

11. Un método para producir una proteina, que comprende:
a) cultivar una célula huésped transformada con un vector segun la reivindicacion 3; y
b) recuperar la proteina.

12. Un método segun la reivindicacion 11, en el que la célula huésped es E. col.

13. Un método segun las reivindicaciones 11 6 12, en el que el vector es un vector como se reivindica en una
cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10.

14. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que un operador solapa el punto de partida
transcripcional.
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Figura 1
Secuencia de la fusion GST-3C (SEC ID n° 23)

CATATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTTGTGCAACCCACTCGAC
TTCTTTTGGAATATCTTGAAGAAAAATATGAAGAGCATTTGTATGAGCGCGATGAAGG
TCGATAAATGGCGAAACAAAAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCAATCTTCCTTAT
TATATTGATGGTGATGTTAAATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGA
CAAGCACAACATGTTGGGTGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAGAGATTTCAATGCTTGA
AGGAGCGGTTTTGGATATTAGATACGGTGTTTCGAGAATTGCATATAGTAAAGACTTT
GAAACTCTCAAAGTTGATTTTCTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGAAAATGTTCGAAG
ATCGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGGTGATCATGTAACCCATCCTGACTTCATG
TTGTATGACGCTCTTGATGTTGTTTTATACATGGACCCAATGTGCCTGGATGCGTTCC
CAAAATTAGTTTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATCCCACAAATTGATAAGTACTTG
AAATCCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTGGT
GGCGACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCGTGGATCCGGACCAAACACAGA
ATTTGCACTATCCCTGTTAAGGAAAAACATAATGACTATAACAACCTCAAAGGGAGAG
TTCACAGGGTTAGGCATACATGATCGTGTCTGTGTGATACCCACACACGCACAGCCT
GGTGATGATGTACTAGTGAATGGTCAGAAAATTAGAGTTAAGGATAAGTACAAATTAG
TAGATCCAGAGAACATTAATCTAGAGCTTACAGTGTTGACTTTAGATAGAAATGAAAA
ATTCAGAGATATCAGGGGATTTATATCAGAAGATCTAGAAGGTGTGGATGCCACTTTG
GTAGTACATTCAAATAACTTTACCAACACTATCTTAGAAGTTGGCCCTGTAACAATGG
CAGGACTTATTAATTTGAGTAGCACCCCCACTAACAGAATGATTCGTTATGATTATGC
AACAAAAACTGGGCAGTGTGGAGGTGTGCTGTGTGCTACTGGTAAGATCTTTGGTAT
TCATGTTGGCGGTAATGGAAGACAAGGATTTTCAGCTCAACTTAAAAAACAATATTTT
GTAGAGAAACAATAAGAATTCC
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Figure 2
Secuencia de interferén a2 (SEC ID n° 24)

CATATGATGTGTGATCTGCCGCAAACTCATAGCCTGGGTAGCCGTCGCACCCTGATG
CTGCTGGCCCAAATGCGCCGTATCTCCCTGTTCTCCTGTCTGAAAGACCGCCATGAC
TTTGGCTTCCCGCAGGAAGAGTTCGGTAACCAGTTCCAAAAGGCAGAAACTATCCCG
GTACTGCACGAAATGATTCAACAGATTTTTAACCTGTTCAGCACTAAAGACTCCTCT
GCTGCATGGGACGAAACTCTCCTGGACAAATTCTACACCGAACTGTACCAGCAACTG
AACGACCTGGAAGCCTGCGTCATCCAGGGTGTTGGCGTAACCGAAACTCCGCTGAT
GAAAGAAGACTCCATCCTGGCTGTTCGCAAATACTTCCAGCGTATCACCCTGTACCT
GAAAGAGAAGAAATACAGCCCGTGCGCTTGGGAAGTTGTACGCGCTGAAATCATGC
GTTCCTTCAGCCTGTCCACTAACCTGCAAGAATCTCTGCGTAGCAAAGAATAACTCG

AG

Figura 3
Secuencia de eritropoyetina (EPO) (SEC ID n° 25)

CATATGGCTCCGCCACGTCTGATTTGTGACTCTCGCGTTCTGGAGCGTTACCTGCTG
GAGGCCAAGGAAGCCGAAAACATCACGACCGGTTGTGCGGAACATTGCTCTCTGAA
TGAGAACATCACTGTTCCGGATACGAAGGTTAACTTCTACGCTTGGAAACGTATGGA
AGTAGGCCAGCAGGCAGTAGAAGTGTGGCAGGGTCTGGCGCTGCTGTCCGAAGCG
GTTCTGCGTGGCCAGGCGCTGCTGGTCAACTCCAGCCAGCCGTGGGAGCCGCTGC
AGCTGCACGTAGATAAAGCGGTTAGCGGTCTGCGTTCCCTGACTACCCTGCTGCGC
GCGCTGGGTGCGCAAAAAGAAGCTATCTCCCCGCCAGATGCGGCATCTGCAGCCCC
GCTGCGTACCATCACTGCAGATACTTTCCGCAAGCTGTTTCGTGTTTATTCCAACTTC
CTGCGTGGTAAACTGAAGCTGTACACCGGTGAAGCGTGCCGTACCGGCGATCGTTA

ATAAACTCGAG
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Figura 4
Secuencia de L-2-haloalcanoato deshalogenasa (hadL) (SEC ID n° 26)

CATATGAAGGAAATAACCAATGAAAAACATCCAAGGTATCGTTTTCGATTTGTATGGC
ACGCTCTACGACGTGCATTCCGTGGTGCAAGCCTGTGAAGAGGTCTATCCGGGCCA
AGGCGACGCTATTTCTCGCCTCTGGCGGCAAAAGCAATTGGAATACACCTGGCTCAG
GAGCCTCATGGGCCGTTACGTGAACTTTGAGAAAGCAACAGAGGATGCCTTGCGCTT
TACCTGCACGCATCTGGGCTTGTCGCTCGATGATGAAACCCACCAGCGCCTCAGTG
ATGCTTATTTGCACCTCACCCCTTATGCCGATACAGCTGACGCCGTTCGCCGTTTGA
AAGCTGCGGGCCTACCGCTAGGCATCATTTCAAATGGTTCTCATTGCTCGATCGAGC
AAGTCGTGACTAACTCTGAAATGAATTGGGCGTTCGATCAGCTGATCAGCGTCGAGG
ATGTGCAAGTGTTCAAACCTGATAGTCGCGTCTATAGCCTTGCCGAGAAGCGCATGG
GTTTTCCAAAGGAAAACATCCTCTTCGTTTCGTCAAACGCGTGGGATGCGAGTGCAG
CCAGTAACTTTGGTTTCCCGGTTITGCTGGATCAATCGGCAGAACGGCGCGTTTGATG
AGCTCGATGCAAAGCCGACACACGTCGTGCGTAATCTCGCCGAAATGTCGAACTGG
CTGGTTAATTCGCTCGATTAATGAAGGATCC
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Figura 5
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La flecha indica la posicién para la proteina HadL

Linea 1: Marcadores de peso molecular

Linea 2: Matraz 1 — pre-inducciéon de CLD075

Linea 3: Matraz 2 - pre-induccion de CLD075

Linea 4: Matraz 1 - CLD075, 6 h de cultivo, 3 h tras inducciéon con 0,5 mM IPTG
Linea 5: Matraz 2 - CLD075, 6 h de cultivo, sin induccion

Linea 6: Matraz 1 - CLD075, 23 h de cultivo, 20 h tras induccién con 0,5 mM IPTG
Linea 7: Matraz 2 - CLD075, 23 h de cultivo, sin induccion

Linea 8: Marcadores de peso molecular
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Figura 6
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Figura 7. Mapa de plasmido para pAVED13

promotor TTA3 RBS
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