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DESCRIPCION

Cepa de microorganismos y procedimiento para la produccion fermentativa exenta de antibiéticos de sustancias
y proteinas de bajo peso molecular

La invencién se refiere a una cepa de microorganismos y a un procedimiento para la produccién fermentativa
exenta de antibidticos de sustancias y proteinas de bajo peso molecular. La invencién se expone en la parte de
reivindicaciones adjunta.

La produccién natural de sustancias de bajo peso molecular con ayuda de microorganismos ha aumentado en
principio, y también ha crecido considerablemente en el mercado de productos farmacéuticos recombinantes
(“productos biolégicos”) en los ultimos afos. Debido a la fuerte presion de costes en la produccion fermentativa,
en especial para productos activos farmacéuticos a base de proteinas, se buscan continuamente procedimientos
y sistemas mas eficientes, y de este modo mas econdmicos, para su produccion. Como productores se pueden
emplear diversos microorganismos, como bacterias, levaduras, hongos filamentosos o también células vegetales
0 células animales. En este caso desde el punto de vista de la rentabilidad es esencial una fermentacion
econdémica, rendimientos de producto elevados y, en el caso de proteinas, un correcto plegamiento, o bien
modificacion, que conduce a una proteina funcional. Debido a su muy bien estudiada genética y fisiologia, al
tiempo de generacion corto y al facil manejo, la enterobacteria gram-negativa Escherichia coli (E. coli) es
actualmente el organismo empleado con mayor frecuencia para la produccion de sustancias y proteinas de bajo
peso molecular.

En principio se emplean dos microorganismos diferentes, que producen las sustancias de manera natural y
aquellos que se modificaron genéticamente. Los procedimientos técnicos necesarios para la modificacién genética
son conocidos en el estado de la técnica desde hace tiempo. En este caso, el objetivo es introducir los genes, que
son necesarios para las proteinas objetivo, o bien para la sintesis de sustancias de bajo peso molecular, en la
célula huésped. Estos se transcriben por la célula huésped, se trasladan, se modifican si es necesario, y
eventualmente se descargan en el medio.

La rentabilidad de un procedimiento biotecnolégico depende decisivamente de los rendimientos de producto
obtenidos. Estos se pueden optimizar mediante el sistema de expresion (célula huésped, elementos genéticos,
etc.), los pardmetros de fermentacién y los medios nutrientes.

Las células huésped se pueden modificar fundamentalmente de dos maneras. De este modo, la nueva informacion
genética se puede integrar en el genoma (hongos filamentosos, levaduras, etc.) y/o en un elemento
extracromosémico (por ejemplo, plasmido) (procariotas, levaduras, etc.). En la integraciéon genética de los genes
en el genoma, estos se conservan convenientemente en la célula huésped también sin presion de seleccion. No
obstante, es desfavorable que, en el caso de procariotas, solo una copia del gen esté presente en el huésped, y
la integracion de otras copias del mismo gen para el aumento de la formacién de productos a través del efecto de
la dosis de gen es muy exigente debido a los resultados de recombinacién especificos de la secuencia (EP
0284126 B1).

En la utilizacion de ADN extracromosomico, la informacién de la proteina objetivo en forma de un plasmido se
transforma generalmente en la cepa de produccion de E. coli. Ya que también aqui actla el efecto de la dosis de
gen, se desea un nimero lo mas elevado posible de copias de plasmido por célula. Ya que, debido a la carga, tal
elemento genético se pierde facilmente de la célula tanto debido a la replicacion del plasmido como también
debido a la produccién de la proteina objetivo, a través del cultivo total se debe ejercer una presion de seleccion.
Como marcadores de seleccion se emplean por defecto genes de resistencia a antibioticos que permiten de este
modo un crecimiento en presencia de antibidticos a la célula que presenta tal elemento. Por consiguiente, solo se
pueden propagar las células que portan un plasmido. Ya que debido a la pérdida de plasmido también se pierde
la capacidad de produccién de la sustancia objetivo, o bien de la proteina objetivo, esto tiene un efecto directo
sobre los rendimientos que se pueden obtener en la fermentacion.

El empleo de resistencias a antibiéticos como marcador de seleccién se ha considerado cada vez mas critico en
los dltimos afos. Por una parte, el empleo de antibidticos es bastante caro, en especial si la resistencia se basa
en una enzima que degrada antibiéticos, ya que el antibiético se debe dosificar posteriormente de manera
constante. Por otra parte, el empleo ampliamente extendido en la medicina y otros campos contribuye a la
propagacién de los genes de resistencia a otras cepas parcialmente patégenas. Esto tiene consecuencias
negativas para el tratamiento de enfermedades.

Entretanto, en el estado de la técnica también se han desarrollado sistemas de seleccidén exentos de antibiotico.
Se desarrollaron diferentes sistemas exentos de antibiético. Estos se pueden subdividir en tres sistemas basicos
diferentes. El empleo de auxotrofias, sistemas toxina-antitoxina y otros procedimientos.
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Corresponden a la categoria de otros procedimientos mecanismos que no siguen ningun principio general, por
ejemplo t-RNAs supresor fab l/triclosan (sintesis de FA), titracion operador/represor (Peubez et al. Microbial Cell Fac,
2010, 9:65). No obstante, estos procedimientos se emplean generalmente para la sintesis de ADN y fragmentos
de ADN para la terapia génica, y no estan optimizados para la produccion de rendimientos elevados de sustancias
objetivo. En lugar de antibiéticos, para la seleccién se emplean en parte otras sustancias, por ejemplo, triclosan,
herbicidas y metales pesados, que también estan sujetos, no obstante, a objeciones sanitarias. De este modo,
por ejemplo, por Herrero et al. (1990, J.Bacteriol. 172, 6557-6567) se describen genes de resistencia contra
herbicidas y metales pesados como marcadores de seleccion.

Los sistemas toxina-antitoxina (Hok-Sok, ccdA/B etc.) estan constituidos por dos elementos genéticos que pueden
estar codificados tanto en el plasmido, como también cromosémicamente y en el plasmido (Gerdes et al. Proc Natl
Acad Sci USA, 1986, 83:3116-20). En este caso, la antitoxina actia neutralizando la toxina. En el caso de pérdida
del plasmido, este mecanismo falla y la célula exenta de plasmido muere debido a la toxina codificada
cromosomicamente, o bien de larga vida.

Otro método conocido para la seleccién es la complementacién de cepas auxotrofas. En este caso, en el genoma
de la cepa produccién se eliminan o bien se desactivan genes que tienen funciones esenciales en el metabolismo.
Correspondientemente, tales genes se denominan genes esenciales. La cepas auxotrofas producidas de este
modo pueden crecer, propagarse o sobrevivir solo si la funcién metabdlica se evita o se produce de nuevo. Esto
se puede conseguir tanto mediante alimentacién de correspondientes precursores o productos finales del
metabolismo (aminoacidos, bases, etc.) o mediante introduccidn del gen que se desactivo en el genoma huésped.
La patente EP 0284126 B1 cita marcadores de auxotrofia del metabolismo de amino&cidos. Ya que las auxotrofias
se pueden suplementar mediante adicién del producto metabdélico necesario en el medio, estas cepas se pueden
generar facilmente. Las células se pueden cultivar entonces en presencia del producto metabdlico también sin
plasmido. Mediante transformacion se introduce de nuevo en la célula la informacién para la sintesis de
aminoacido/base, y la célula puede crecer también sin suplementacion. Correspondientemente, la seleccién en
medios minimos se puede efectuar sin el suplemento.

Hasta el momento, en la préactica no se pudo imponer el empleo de tales auxotrofias como marcadores de
seleccidn, ya que en la fermentacién industrial se emplean habitualmente medios con composicion compleja. En
este caso, por regla general por motivos de costes, las sustancias residuales son componente del medio de
fermentacion, como por ejemplo residuos de cereales (produccién de etanol), maiz, (produccién de almidén),
patatas (obtencion de almidén), o extracto de levadura. Estos sirven como fuentes tanto de carbono como también
de nitrébgeno. En parte, estos componentes no se definen exactamente, pero contienen aminoacidos, bases,
vitaminas, etc., que se pueden absorber a partir del medio. Por lo tanto, en la fermentacion industrial es dificil, si
no imposible, desarrollar una presién de seleccién suficiente con cepas auxoétrofas.

Tampoco el empleo de una auxotrofia en el metabolismo de glucosa, como se describe en el documento WO
2008/135113 A1, tiene una selectividad suficiente en los medios empleados industrialmente. Si bien los
microorganismos pueden crecer especialmente bien y propagarse mas rapidamente en glucosa que lo que es el
caso en medios con otras fuentes de C, esta ventaja se suprime de nuevo debido a la carga mas elevada debida
al plasmido, o bien a la produccion de la sustancia objetivo. Otras fuentes de C se encuentran disponibles en
medios complejos y se emplean por las células.

Esto se considera también para el empleo del gen pyrC (dihidroorotasa) descrito en el documento WO 07039632
A1 como marcador de auxotrofia. Esta enzima se encuentra al comienzo de la sintesis de bases de pirimidina y
la desactivacion conduce también a la inhibicion de la sintesis de nuevo. No obstante, las bases se pueden
absorber y utilizar a partir del medio y no desarrollan una correspondiente presion de seleccion en medios
industriales.

Representan excepciones auxotrofias para la timidina y D-alanina esencial, que se presentan también en
componentes complejos Unicamente en trazas o incluso no se presentan en los medios de fermentacién (EP
0251579 A1; EP 0185512 B1). No obstante, tampoco estos sistemas son apropiados para la produccion eficiente
en el procedimiento de alta densidad celular, que se desea por regla general. Ya que en este procedimiento las
células mueren y sufren lisis parcialmente, correspondientemente se liberan timidina y D-alanina, o bien otros
aminoacidos, etc., que pueden suplementar a su vez las auxotrofias.

En total se debe determinar que, a pesar de la experiencia de anos para la produccidon fermentativa de sustancias
y proteinas de bajo peso molecular, hasta el momento no se desarrollé un sistema empleable universalmente,
excepto aquel a través de sustancias costosas o cuestionables desde el punto de vista sanitario, o bien ecoldgico,
como antibiéticos. Debido a los medios de crecimiento complejos empleados en la industria, también los diferentes
métodos para la seleccion a través de marcadores de auxotrofia han llevado a resultados insuficientes hasta la
fecha.
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Esto se considera en principio para microorganismos, pero en especial para cepas de produccion menos robustas,
como por ejemplo cepas permeables, que se utilizan en base a sus propiedades especiales (liberacion de
proteinas en el medio). En la utilizacién industrial de estas cepas a escala técnica se emplean habitualmente
componentes complejos en el medio.

La utilizaciéon de medios definidos a partir de componentes purificados no es rentable para la produccion de
productos utilizados industrialmente por motivos de costes.

Es tarea de la invencion poner a disposicion una cepa de microorganismos para la produccién de sustancias o
proteinas de bajo peso molecular, que permanezca estable también en medios con componentes complejos y en
la que el plasmido de produccién no se estabilice mediante un sistema antibiético/marcador de resistencia en la
célula.

Esta tarea se soluciona mediante una cepa de microorganismos que contiene en su genoma una mutaciéon en un
gen, que provoca una auxotrofia de la cepa, asi como un plasmido de produccién que codifica al menos una
enzima para la produccion de una sustancia de bajo peso molecular o al menos una proteina recombinante, asi
como una copia funcional del gen, cuya desactivacion cromosémica provoca la auxotrofia, caracterizada por que,
en el caso de la auxotrofia, se trata de una auxotrofia no alimentable y se trata del gen pyrH o sus genes
homélogos.

En el &mbito de la invencion, se debe entender por una auxotrofia no alimentable el hecho de que la auxotrofia
reduzca el crecimiento de células de microorganismos o provoque la muerte de las células de microorganismos,
y no sea suplementable mediante adicion de productos previos, intermedios y/o finales especificos del
metabolismo en el medio de crecimiento.

En el sentido de la invencién, se presenta un crecimiento reducido si la tasa de crecimiento de la cepa en una
fermentacion se reduce tras la mutacién del gen en comparacion con la tasa de crecimiento de la cepa antes de
la mutacién del gen a < 10%, preferentemente si ya no tiene lugar mas crecimiento. De modo especialmente
preferente, la mutacién conduce a la desactivacion de un gen, provoca de este modo una auxotrofia no alimentable
y de este modo la muerte de la célula de microorganismo. Por consiguiente, en el genoma de una célula de la
cepa de microorganismos esta desactivado un gel que es esencial para una via de metabolismo anabdlica
necesaria para el crecimiento o la supervivencia de las células, no pudiéndose obtener de nuevo crecimiento o
supervivencia de la célula mediante adicién de productos previos, intermedios y/o finales especificos del
metabolismo en el medio de crecimiento.

Un gen de auxotrofia no alimentable en el sentido de la invencién es un gen en el genoma de una célula de
microorganismo cuya desactivacion no se puede complementar mediante adicion de productos previos,
intermedios y/o finales especificos del metabolismo en el medio de crecimiento, y cuya desactivacion conduce a
una tasa de crecimiento reducida o a la muerte de la célula de microorganismo.

La mutacion del gen, que provoca la auxotrofia no alimentable de la cepa, conduce preferentemente a la
desactivacion de este gen o a la desactivacion de la actividad del producto génico codificado a través del gen.

Se describen ejemplos de genes de auxotrofia no alimentables (genes letales) en Baba et al. (2006, Mol. Syst. Biol.
2:2006.0008). Segun la invencion se trata de pyrH o sus genes homélogos. Segun la invencién se trata del gen
pyrH o genes homdlogos con la misma funcion, o bien actividad.

Ademas del segmento de ADN que se transcribe, un gen en el sentido de la presente invencién comprende
también los segmentos de ADN que participan en la regulacion de este proceso de copia, es decir, los elementos
reguladores del gen, como preferentemente promotores y terminadores.

Por genes homologos se debe entender preferentemente genes que codifican para una proteina con la misma
actividad que la proteina codificada por el citado gen y presentan una identidad de secuencia mayor que el 30 %,
de modo especialmente preferente mayor que el 70 %, respecto a las secuencias de los citados genes en el
respectivo microorganismo, conocidas por bancos de datos en cada caso.

El gen pyrH codifica para la enzima UMP-quinasa (EC: 2.7.4.22; UK, uridina monofosfato quinasa, uridilato quinasa,
uridina 5‘-monofosfato (UMP) quinasa). Esta enzima activa UMP para dar UDP bajo empleo de ATP. En un paso
siguiente se activa UDP por otra quinasa (UDP-quinasa) para dar UTP, que se puede emplear tanto para la
sintesis de ARN como también para la sintesis de CTP (citosina trifosfato) y TTP (timidina trifosfato). CTP y TTP
son a su vez componente de RNA (CTP) y DNA (dCTP y dTTP). De este modo, UMP es el origen de componentes
de pirimidina de ARN y ADN. Ya que una transformacion de uracilo en citosina o timidina se efectta solo en el
plano del trifosfato, una desactivacion de UMP-quinasa conduce a un bloqueo completo de esta via de sintesis.
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En principio, la célula puede absorber solo los monofosfatos de las tres bases a partir del medio. Para la
transformacion de UMP en UTP es esencial la UMP-quinasa. De este modo, esta auxotrofia no es suplementable
mediante alimentacién y, por lo tanto, es independiente de la composicion del medio.

El gen pyrH esta caracterizado por SEQ ID n® 1. El producto génico pyrH (PyrH) esta caracterizado por SEQ ID n° 2.

En el ambito de la presente invencion, los homélogos de pyrH son genes que codifican para una proteina con
actividad PyrH y presentan una identidad de secuencia mayor que 30 % respecto a SEQ ID n° 1. Es especialmente
preferente una identidad de secuencia mayor que 70% respecto a SEQ ID n® 1. De modo especialmente preferente
se trata del gen pyrH.

Los homélogos de PyrH son proteinas con una identidad de secuencia mayor que 30 % respecto a SEQ ID n? 2,
que presentan una actividad de UMP-quinasa segun el nimero EC 2.7.4.22. De modo especialmente preferente, los
homélogos de PyrH presentan una actividad de UMP-quinasa segun el nimero EC 2.7.4.22 y una identidad de
secuencia mayor que 70 % respecto a SEQ ID n? 2. De modo especialmente preferente se trata de la proteina PyrH.

La actividad de PyrH en una célula se puede determinar correspondientemente al ensayo descrito por Bucurenci et al.
(1998, J. Bact. 180: 473-77).

El grado de identidad de ADN se determina mediante el programa "nucleotide blast", disponible en la
pagina http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/, que se basa en el algoritmo de blastn. Como pardmetro de algoritmo para un
alineamiento de dos 0 mas secuencias de nucleotidos se utilizaron los parametros ajustados previamente. Los
parametros generales ajustados previamente son: secuencias objetivo maximas = 100; consultas breves =
"Automatically adjust parameters for short input sequences”; umbral esperado = 10; tamafo de palabra = 28;
parametros de ajuste automatico para secuencias cortas de entrada = 0. Los correspondientes parametros de
puntuacion ajustados previamente son: calificaciones de coincidencia/discordancia = 1, -2; costes de espacio:
lineales.

Para la comparacién de secuencias proteicas se utiliza el programa ‘"protein blast", en la
pagina http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/. Este programa recurre al algoritmo de blastp. Como parametro de algoritmo
para un alineamiento de dos 0 mas secuencias de nucledtidos se utilizaron los parametros ajustados previamente.
Los parametros generales ajustados previamente son: secuencias objetivo maximas = 100; consultas breves =
"Automatically adjust parameters for short input sequences"; umbral esperado = 10; tamafo de palabra = 3;
parametros de ajuste automatico para secuencias cortas de entrada = 0. Los correspondientes parametros de
puntuacion ajustados previamente son: matriz = BLOSUM®62; costes de espacio = existencia: 11 extension: 1;
ajustes de composicion = ajuste de matriz de calificacion de composicion condicional.

Para la produccién de una cepa segun la invencion se introduce un plasmido sensible a la temperatura en una
cepa de microorganismos apropiada, que posee una copia funcional de un gen de auxotrofia no alimentable, que
se debe mutar o eliminar. A continuacion, se desactiva el correspondiente gen de auxotrofia no alimentable en el
genoma de la cepa. En esta cepa se sustituye a continuacion el plasmido sensible a la temperatura por un
plasmido de produccién a temperatura no permisiva, conteniendo el plasmido de produccion, que codifica al
menos una enzima para la produccidon de una sustancia de bajo peso molecular o al menos una proteina
recombinante, también una copia funcional del gen de auxotrofia no alimentable.

Mediante este procedimiento se asegura que el plasmido de produccion se mantenga en la célula de manera
estable durante un proceso de fermentacion para la produccién de compuestos de bajo peso molecular o de
proteinas recombinantes, también en medios complejos. Por consiguiente, las cepas segun la invencién se
pueden cultivar sin pérdida de plasmido en ausencia de un agente selectivo afiadido, o bien de un aditivo que
compensa una auxotrofia.

Como cepa de partida para la produccion de una cepa segun la invencion, en principio es apropiada cualquier
cepa de microorganismos que posea un gen, cuya desactivaciéon conduzca a una auxotrofia no alimentable de la
cepa.

En el caso de la cepa de partida para la generacién de una cepa segun la invencién se trata preferentemente de
una cepa de enterobacterias, de modo especialmente preferente de una cepa de la especie Escherichia coli.

En el caso de las cepas de E. coli son preferentes aquellas que presentan una mutacién “permeable”. Se debe
entender por una “mutacién permeable” una mutacion en un gen para un elemento estructural de la membrana
celular externa o de la pared celular, seleccionado a partir del grupo de genes omp, genes tol, gen excD, gen excC,
gen Ipp, gen pal, genes env y genes lky, que conduce a que las células desprendan en el medio proteinas
periplasmaticas de manera acrecentada (Shokri et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 60 (2003), 654-664).
Preferentemente se trata de una mutacién “permeable” en el gen Ipp, de modo especialmente preferente de una

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2867964 T3

mutacion seleccionada a partir del grupo mutacion Ipp1, mutacion de delecion de Ipp y mutacién del resto glicina
en posicion 14 de la proteina Lpp (en recuento incluyendo sefal peptidica), como por ejemplo la mutacién Ipp-3.
Una mutacién Ipp1 es una mutacién en el gen Ipp, que conduce a una sustituciéon del resto arginina en posicién
77 por un resto cisteina, una mutacion Ipp3 es una mutacién en el gen Ipp, que conduce a una sustitucion del
resto glicina en posicidon 14 por un resto acido aspartico. Estas mutaciones se describen detalladamente en el
documento US2008254511. En el caso de la mutacién Ipp se trata preferentemente de una delecién de al menos
un nucledtido en el propio gen Ipp o en la regién de promotor del gen Ipp, que conduce a que las células presenten
una permeabilidad elevada para proteinas periplasmaticas.

En el sentido de la presente invencién, se debe entender por permeabilidad elevada el hecho de que, tras una
fermentacion de las células, en el medio nutriente se presente una concentracion de proteinas periplasmaticas,
por ejemplo, de fosfatasa alcalina, mas elevada que en el caso de una fermentacion de la cepa de E. coli W3110
(ATCC 27325) bajo las mismas condiciones.

En el estado de la técnica son conocidos procedimientos para la desactivacién de un gen en una cepa de
microorganismos. Estos se describen de manera detallada a continuacion para la mutacién del gen pyrH, asi
como sus productos génicos. Analogamente, estos procedimientos son aplicables también para otros genes, cuya
desactivacion provoca una auxotrofia no alimentable de una cepa de microorganismos. El plasmido sensible a la
temperatura contiene un origen de replicaciéon sensible a la temperatura y una copia funcional del gen de
auxotrofia no alimentable. Este plasmido contiene ademas un gen marcador de seleccion para la seleccion de
transformantes. En el caso del marcador de seleccién se trata, a modo de ejemplo, de una resistencia a
antibioticos.

Un ejemplo preferente de un origen de replicacion sensible a la temperatura es "oriR101 & repA101-ts", un derivado
del origen de replicacion del plasmido pSC101 (Hashimoto-Gotoh et al.; Gene, 2000, 241:1:185-191), que esta
localizado, entre otros, en los plasmidos pKD20 y pKD46 (Datsenko und Wanner, 2000, P.N.A.S. 97: 6640-6645).

El plasmido sensible a la temperatura se introduce en la célula con una técnica de transformacioén conocida por
el especialista, por ejemplo, método de TSS, CaCl/RbCl, electroporacion.

En células que contienen el plasmido sensible a la temperatura se selecciona por medio del marcador de seleccion
que esta presente en el plasmido sensible a la temperatura, mientras que las células se incuban a temperatura
permisiva para el plasmido.

Tal plasmido sensible a la temperatura se puede sustituir por el plasmido de produccion, cultivandose la cepa de
microorganismos tras la transformacion con el plasmido de produccién a una temperatura no permisiva para el
plasmido sensible a la temperatura. Un intervalo de temperaturas no permisivo preferente es 37-45°C, de modo
especialmente preferente 39-43°C.

El plasmido de produccién se introduce en la célula con una técnica de transformacion conocida por el
especialista, por ejemplo, método de TSS, CaCl/RbCl, electroporacién.

El cultivo de los transformantes se puede efectuar tanto en placas de agar como en cultivo liquido. En una forma
de realizacion preferente, la cepa de microorganismos se expone a un shock térmico a 47-55°C, preferentemente
a 52°C, durante 30-90 min, de modo preferente 60 min, inmediatamente tras la transformacién con el plasmido de
produccion. A continuacion, se efectla la incubacién ulterior a la temperatura no permisiva citada anteriormente.
De este modo, en un paso se sustituye el plasmido sensible a la temperatura por el plasmido de produccion, y se
genera una cepa de produccion segun la invencion para la produccion exenta de antibiéticos de sustancias de
bajo peso molecular o proteinas recombinantes.

Como plasmido de produccion se emplea, a modo de ejemplo, uno de los siguientes vectores de expresion
conocidos: pJF118EH, pKK223-3, pUC18, pBR322, pACYC184, pASK-IBA3 o pET.

Ademas de la copia funcional de gen de auxotrofia no alimentable, el plasmido de produccién contiene uno o
varios genes objetivo, asi como las sefnales de expresién necesarias para la expresion de estos genes objetivo,
como por ejemplo secuencias de promotor, operador y terminador. Los genes objetivo codifican para al menos
una enzima para la produccion de una sustancia de bajo peso molecular o al menos una proteina recombinante.
En el caso de las sustancias de bajo peso molecular se trata de componentes basicos (bases, aminoacidos, acidos
grasos, etc.), asi como metabolitos secundarios (vitaminas, antioxidantes, etc.) que puede sintetizar el organismo.
Son preferentes aminoéacidos, de modo especialmente preferente los aminoacidos L-cisteina y compuestos
derivados de estos.

En el caso de las proteinas recombinantes se trata preferentemente de proteinas heterélogas.
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Se debe entender por una proteina heteréloga una proteina que no pertenece al proteoma, es decir, la dotacion
de proteina natural total, del organismo huésped.

En el caso de la proteina heterdloga se trata preferentemente de una proteina eucariética, de modo especialmente
preferente una proteina que contiene uno o varios puentes disulfuro o que se presenta en su forma funcional como
dimero o multimero, es decir, la proteina posee una estructura cuaternaria y esta constituida por subunidades
idénticas (homologas) no idénticas (heterdlogas).

Una clase preferente de proteinas, que esta constituida por varias subunidades proteicas, son anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos. Son especialmente preferentes fragmentos de anticuerpos Fab.

En lo sucesivo se describe la producciéon de una cepa de microorganismos en la que el gen de auxotrofia no
alimentable pyrH ha mutado.

Como cepas de partida para la produccion de una cepa de microorganismos con una desactivacion de pyrH
gendmica, en principio es apropiado cualquier organismo huésped que posea un gen para la UMP-quinasa PyrH.

En el estado de la técnica son conocidos procedimientos para la desactivacion del gen pyrH en una cepa de
microorganismos. El gen pyrH se puede desactivar, a modo de ejemplo, introduciéndose una mutacion
(sustitucion, insercion o delecidén de uno o varios nucleétidos) en los marcos de lectura del gen pyrH, que conduce
a que se desactive la actividad especifica de PyrH. El especialista conoce procedimientos para la generacion de
tales alelos pyrH. De este modo, por ejemplo, por medio del procedimiento descrito en Link et al. (1997, J. Bacteriol.
179: 6228-37), la introduccidon de mutaciones cromosOmicas en un gen se puede efectuar a través del mecanismo
de recombinacién homéloga. La delecién cromosdmica del gen pyrH total o de una parte de este es posible, a
modo de ejemplo, con ayuda del sistema de A-Red recombinasa segun el método descrito por Datsenko und
Wanner (2000, Proc. Natl. Acad. Sci, USA. 97: 6640-5). Los alelos pyrH se pueden transferir a una cepa de tipo
salvaje pyrH también a través de una transduccion por medio de fagos P1 o conjugacion a partir de una cepa con
mutacion pyrH, sustituyéndose el gen de tipo salvaje pyrH en el cromosoma por el correspondiente alelo pyrH.

Ademas, el gen pyrH de una célula se puede desactivar también mutandose al menos un elemento necesario
para la regulacién de la expresion (por ejemplo, promotor, potenciador, punto de unién de ribosomas) mediante
sustitucién, insercién o delecion de uno o varios nucleétidos. Se presenta una desactivacion en el sentido de la
invencion si la tasa de crecimiento de las células en una fermentacién se reduce a < 10% mediante la desactivacion
del gen en comparacion con las células antes de la mutacion, preferentemente si ya no tiene lugar un crecimiento.
De modo especialmente preferente, la mutacion conduce a la muerte de la célula de microorganismo.

Ya que la desactivacion del gen pyrH conduce a una auxotrofia no alimentable, en la célula debe estar presente
una copia funcional del gen pyrH ya antes de la desactivacion cromosémica. Esto se puede conseguir mediante
la introduccion transiente de un plasmido sensible a la temperatura que contiene una copia funcional del gen pyrH.

En tales células que contienen el plasmido sensible a la temperatura se puede desactivar ahora el gen pyrH en el
genoma mediante los citados métodos.

En un paso adicional, este plasmido sensible a la temperatura se sustituye por el plasmido de produccion, que
también contiene una copia funcional del gen pyrH. Esto se efectia preferentemente del modo ya descrito.

En la produccion de proteinas recombinantes se diferencia entre una produccién citoplasmatica y secretoria.
Mientras que en la produccion citoplasmatica la proteina objetivo se acumula en el citoplasma de la célula, en la
produccion secretoria la proteina objetivo se transloca en el periplasma, o bien en el medio de cultivo. En el ambito
de la invencion es preferente la produccién secretoria. En especial es preferente la produccién secretoria de la
proteina objetivo en el medio de cultivo.

Para la produccién secretoria de proteinas, es decir, para la translocacién de la proteina del citoplasma en el
periplasma, o bien el medio de cultivo, es necesario enlazar el extremo 5’ del gen de la proteina a producir en el
marco con el extremo 3’ de una secuencia de sefial para la exportacién de proteina. A tal efecto, en principio son
apropiados los genes de todas las secuencias de sefal que conducen a una translocacién de la proteina objetivo
en el periplasma en E. coli. En E. coli son conocidas tres vias de translocacion principales: la via SEC, TAT y
SRP. Son preferentes aquellas secuencias de sefial que posibilitan una translocacion a través del aparato SEC.
En el estado de la técnica se describen diferentes secuencias de senal de tal naturaleza, por ejemplo, las
secuencias de senal de los siguientes genes: phoA, ompA, pelB, ompF, ompT, lamB, malE, dsbA, proteina A de
estafilococo, Stll y otros (Choi and Lee, Appl. Microbiol. Biotechnol. 64 (2004), 625-635). Segun la invencién es
preferente la secuencia de sefal del gen phoA o del gen ompA de E. colio la sefial de secuencia para una
ciclodextrina-glicosiltransferasa (CGTasa) de Klebsiella pneumoniae M5a1, o la secuencia derivada de esta secuencia
de sefal, que se da a conocer en el documento US2008076157.
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El cultivo (la fermentacion) de células que contienen un plasmido de produccion se efectia segun procedimientos
de fermentacién habituales conocidos por el especialista en un biorreactor (fermentador) sin adicion de
antibioticos.

La invencion se refiere también a un procedimiento para la produccién de sustancias de bajo peso molecular o
proteinas recombinantes por medio de una cepa de microorganismos, que esta caracterizado por que se emplea
una cepa de microorganismos segun la invencién y un medio de fermentacion exento de antibiético.

La fermentacién tiene lugar en un biorreactor habitual, a modo de ejemplo un fermentador de columna de burbujas
o un fermentador de levantamiento por aire. Es preferente un fermentador de caldera de agitacion a escala técnica
y, por lo tanto, con un tamafo de > 100 .

En la fermentacion se cultivan las células de la cepa segun la invencién en un medio liquido, controlandose de
manera continua y dirigiéndose exactamente diferentes parametros, como por ejemplo la alimentacion de
nutrientes, la presion parcial de oxigeno, el valor de pH y la temperatura de cultivo. El intervalo de tiempo de
cultivo asciende preferentemente a 16-150 h, de modo especialmente preferente 24-72 h.

Como medios de fermentacién entran en consideracion todos los medios comunes conocidos por el especialista
para el cultivo de microorganismos. No obstante, estos medios de fermentacién estan exentos de un antibidtico.

Se pueden emplear medios complejos 0 medios salinos minimos, a los que se afiade una proporcion definida de
componentes complejos, como por ejemplo peptona, triptona, extracto de levadura, melaza o Corn Steep Liquor.
Preferentemente se emplea un medio con componentes de medio complejos.

Como fuente de carbono primaria para la fermentacién se pueden emplear todos los azlcares, alcoholes sacaricos
o0 acidos organicos, o bien sus sales, utilizables por las células. En este caso se emplean preferentemente glucosa,
lactosa o glicerina. Son especialmente preferentes glucosa y lactosa. También es posible una alimentacién
combinada de varias fuentes de carbono diferentes. En este caso, la fuente de carbono se puede disponer
completamente en el medio de fermentacién al comienzo de la fermentacion o no se dispone nada o solo se
dispone una parte de la fuente de carbono al comienzo, y se alimenta la fuente de carbono durante el transcurso
de la fermentacion. En este caso es especialmente preferente una forma de realizacion en la que se dispone una
parte de la fuente de carbono y se alimenta una parte. De modo especialmente preferente, la fuente de carbono
se dispone en una concentracion de 10-30 g/l, se inicia la alimentacion cuando la concentracion ha descendido a
menos de 5 g/l, y de este modo se configura que la concentraciéon se mantenga por debajo de 5 g/l.

La presién parcial de oxigeno (pOz2) en el cultivo se sitia preferentemente entre 10 y 70 % de saturacion. Es
preferente una pO2 entre 20 y 60 %, de modo especialmente preferente, la pO2 se sitla entre 45 y 55 % de
saturacion.

El valor de pH del cultivo se sitia preferentemente entre pH 6 y pH 8. Es preferente un valor de pH entre 6,5y
7,5, de modo especialmente preferente, el valor de pH del cultivo se sitia entre 6,8y 7,2.

La temperatura del cultivo se sitia entre 15 y 45°C. Es preferente un intervalo de temperaturas entre 18 y 40°C,
es especialmente preferente un intervalo de temperaturas entre 25 y 35°C, son muy especialmente preferentes
30°C.

En un enfoque preferente, en el caso de la fermentacion se trata de una fermentacion de alta densidad celular.
Se debe entender por una fermentacion de alta densidad celular una fermentacién en cuyo transcurso se alcanzan
pesos anhidros celulares de mas de 50 g/l. Son especialmente preferentes pesos anhidros celulares de mas de
70 g/l.

La Fig. 1 muestra un mapa de restriccién y funcion del plasmido pKD46 del E;j. 2.

La Fig. 2 muestra un mapa de restriccién y funcion del plasmido pAF-ts-pyrH producido en el Ej. 2.

La Fig. 3 muestra un mapa de restriccién y funcion del plasmido pAF-ts-plsC producido en el Ej. 2.

La Fig. 4 muestra un mapa de restriccién y funcion del plasmido pMT1 empleado en el Ej. 5.

La Fig. 5 muestra un mapa de restriccion y funcién del plasmido de expresion pcysEX-GAPDH-ORF306_tetR
producido en el Ej. 5.

La Fig. 6 muestra un mapa de restriccién y funcion del plasmido de expresion pCGT_tetR producido en el Ej. 6.

La Fig. 7 muestra un mapa de restriccion y funcién del plasmido de expresion pFab-anti-lisozima_tetR producido en el
Ej. 7.

La Fig. 8 muestra un mapa de restriccion y funcién del plasmido de expresion pcysEX-GAPDH-ORF306_pyrH1_tetR
producido en el Ej. 8.

La Fig. 9 muestra un mapa de restriccion y funcion del plasmido de expresion pCGT_pyrH1_tetR producido en el Ej. 8.
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La Fig. 10 muestra un mapa de restriccién y funcion del plasmido de expresion pFab-anti-lisozima_pyrH1_tetR
producido en el Ej. 8.

La Fig. 11 muestra un mapa de restriccién y funcion del plasmido de expresién pcysEX-GAPDH-ORF306_plsC1_tetR
producido en el Ej. 8.

La Fig. 12 muestra un mapa de restriccion y funcién del plasmido de expresion pCGT_plsC1_tetR producido en el E;j. 8.

La Fig. 13 muestra un mapa de restriccion y funcién del plasmido de expresion pFab-anti-lisozima_plsC1_tetR
producido en el Ej. 8.

La Fig. 14 muestra un mapa de restriccién y funcion del plasmido de produccién segun la invencién pcysEX-GAPDH-
ORF306_pyrH producido en el Ej. 9.

La Fig. 15 muestra un mapa de restriccion y funcién del plasmido de produccién segun la invencién pCGT_pyrH
producido en el Ej. 9.

La Fig. 16 muestra un mapa de restriccion y funcion del plasmido de produccién segun la invencion pFab-anti-
lisozima_pyrH producido en el Ej. 9.

La Fig. 17 muestra un mapa de restriccién y funcion del plasmido de produccion segun la invencién pcysEX-GAPDH-
ORF306_plsC producido en el Ej. 9.

La Fig. 18 muestra un mapa de restriccién y funciéon del plasmido de produccién segun la invencién pCGT_plsC
producido en el Ej. 9.

La Fig. 19 muestra un mapa de restriccion y funcion del plasmido de produccién segun la invencion pFab-anti-
lisozima_plsC producido en el Ej. 9.

Los siguientes ejemplos sirven para la explicacién ulterior de la invencion. Todos los procedimientos de biologia
molecular y microbiolégicos empleados, como reaccion en cadena de polimerasa (PCR), sintesis génica,
aislamiento y purificacion de ADN, modificacién de ADN mediante enzimas de restriccion, fragmento de Klenow y
ligasa, transformacion, transduccién P1, etc., se realizaron del modo conocido por el especialista, descrito en la
literatura o recomendado por los respectivos fabricantes. Los siguientes ejemplos, siempre que se refieran al gen
plsC, no corresponden a la invencion y sirven solo para la ilustracion.

Ejemplo 1: amplificacion del gen marcador (pyrH- o pisC) con promotor propio

Se amplificé un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kg de tamafio, que codifica para el gen pyrH inclusive
region de promotor nativa, con los cebadores pyrH-Ncol-fw (SEQ ID n®. 5) y pyrH-Ncol-rev (SEQ ID n®. 6). Como
matriz para la reaccion PCR sirvi6 ADN cromosémico de la cepa E. coliW3110 (ATCC 27325).

El fragmento de PRC de aproximadamente 1,0 kb de tamafo se purificd a través de una electroforesis en gel de
agarosa y se aisl6 con el "QlAquick Gel Extraction Kit" (Qiagen GmbH, Hilden, D) segun indicaciones del fabricante
a partir del gel de agarosa. A continuacién, se digiri6 y se almacend a -20°C el fragmento de PCR purificado.
Andlogamente se codificd, se purifico, se digirié y se almacend un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0
kb de tamano, que codifica para el gen p/sC inclusive region de promotor nativa. Para la amplificacion se
emplearon los cebadores plsC-Ncol-fw (SEQ ID n°. 7) y plsC-Ncol-rev (SEQ ID n®. 8).

Ejemplo 2: generacion de los plasmidos pAF-ts-pyrH y pAF-ts-plsC con origen de replicacion sensible a la
temperatura

Como plasmido de partida para la construccién de los plasmidos pAF-ts-pyrH y pAF-ts-plsC con origen de
replicacion sensible a la temperatura se empleé el plasmido pKD46 (Datsenko und Wanner, 2000, P.N.A.S. 97:
6640-6645). En la Fig 1. se muestra un mapa de restriccion y funcion del plasmido pKD46. En el punto de corte
Ncol de pKD46 se clonaron los productos de PCR descritos en el Ejemplo 1 y digeridos con Ncol, que codifican
para el gen pyrH o el gen plsC con promotor propio. Las preparaciones de ligacion se transformaron en “células
de E. coli DH5a™-T1R" (Life Technologies GmbH), se multiplicaron en estas células y se verificé la secuencia de
ADN de los plasmidos aislados por medio de secuenciacion. Dos del total de los 4 posibles constructos que se
generaron de este modo llevan las denominaciones pAF-ts-pyrH y pAF-ts-plsC (véase la Fig. 2 y 3).

Ejemplo 3: transformacion de cepas de E. coli seleccionadas con pAF-ts-pyrH o pAF-ts-plsC

Los plasmidos pAF-ts-pyrH y pAF-ts-plsC con origen de replicacion sensible a la temperatura descritos en el
Ejemplo 2 se transformaron en ambas cepas de E. coliW3110 (ATCC 27325) y W3110lpp3 (descritas en el
documento US2008076158 A1 como cepa "permeable”) con el método de CaClz conocido por el especialista. La
seleccidn de las células transformadas se efectud en placas de agar LB que contenian 100 mg/l de ampicilina.
Las cepas generadas de este modo llevan las denominaciones W3110/pAF-ts-pyrH, W31101pp3/pAF-ts-pyrH,
W3110/pAF-ts-plsC y W31101pp3/pAF-ts-plsC.
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Ejemplo 4: delecion del gen pyrH (desactivacion de uridilatoquinasa), o bien del gen p/SC (desactivacion de
1-acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferasa) en E. coli

A) Delecion del gen pyrH

El gen pyrH, que codifica en E. coli para la enzima uridilatoquinasa (PyrH), se elimin6 segun el “método A-Red”
desarrollado por Datsenko y Wanner en las cepas de E. coli W3110/pAF-ts-pyrH y W31101pp3/pAF-ts-pyrH
(Datsenko y Wanner, 2000, P.N.A.S. 97: 6640-6645). Se amplificé un fragmento de ADN, que codifica para el gen
marcador de resistencia a kanamicina (kanR) con los cebadores pyrH-fw (SEQ ID n®. 9) y pyrH-rev (SEQ ID n°. 10).
El cebador pyrH-fw codifica para una secuencia constituida por 30 nucleétidos, que es homéloga al extremo 5’ del
gen pyrH, y una secuencia que comprende 20 nucle6tidos, que es complementaria a una secuencia de ADN que
codifica uno de ambos sitios FRT (objetivo de reconocimiento FLP) en el plasmido pKD13 (Coli Genetic Stock Center
(CGSC) n? 7633). El cebador pyrH-rev codifica para una secuencia constituida por 30 nucleétidos, que es
homéloga al extremo 3’ del gen pyrH, y una secuencia que comprende 20 nucleétidos, que es complementaria a
una secuencia de ADN, que codifica el segundo sitio FRT en el plasmido pKD13.

El producto de PCR amplificado se introdujo en las cepas de E. coliW3110/pAFts-pyrH y W3110Ipp3/pAF-ts-pyrH
(véase Ejemplo 3) por medio de electroporacion. La seleccién en células con integracién cromosémica del gen
marcador de resistencia a kanamicina (kanR) se efectud en placas de agar LB, que contenian 50 mg/l de
kanamicina y 100 mg/I de ampicilina. La eliminacién del gen marcador de resistencia a kanamicina introducido por
via cromosoémica (kanR) se efectud con la enzima FLP-recombinasa, que esta codificada en el plasmido pCP20
(CGSC n® 7629). La seleccién en células que contenian pCP20 se efectud en placas de agar LB que contenian
100 mg/I de ampicilina (selecciéon en pAF-ts-pyrH) y 34 mg/l de cloranfenicol (seleccion en pCP20). Debido a un
origen de replicacion sensible a la temperatura (ori), el plasmido pCP20 se puede eliminar de nuevo una vez
efectuada la transformacién mediante cultivo de células de E. coli a temperatura no permisiva, es decir, elevada,
por ejemplo, a 42°C.

Una primera seleccién sobre pérdida del plasmido pCP20 sensible a la temperatura en el caso de obtencion
simultanea del plasmido pAF-ts-pyrH sensible a la temperatura se efectu6 en placas de agar LB que contenian
100 mg/l de ampicilina (seleccién sobre pAF-ts-pyrH). En el transcurso ulterior se examinaron los clones
bacterianos resistentes a ampicilina seleccionados previamente sobre sensibilidad a kanamicina, es decir, la
pérdida del gen marcador de kanamicina introducido por via cromosOmica, asi como sobre sensibilidad a
cloranfenicol, es decir, la pérdida del plasmido pCP20 sensible a la temperatura.

Solo clones sensibles a kanamicina, asi como cloranfenicol, pero resistentes a ampicilina, se examinaron
finalmente con los cebadores pyrH-check-for (SEQ ID n®. 11) y pyrH-check-rev (SEQ ID n°. 12) sobre la delecion
cromosomica del gen pyrH. Como modelo para el examen de la delecién de pyrH cromosdmica por medio de PCR
sirvi6 ADN cromosémico de los clones resistentes a ampicilina, sensibles a cloranfenicol y kanamicina
seleccionados.

Las cepas de E. coli resistentes a ampicilina generadas y examinadas de este modo, con delecién de pyrH
cromosomica y expresion de pyrH codificada por plasmido, llevan las denominaciones W3110ApyrH/pAF-ts-pyrH y
W3110lpp3ApyrH/pAF-ts-pyrH.

B) Delecion del gen plsC

Analogamente al gen pyrH se eliminé el gen p/sC, que codifica en E. coli para la enzima 1-acilglicerol-3-fosfato-O-
aciltransferasa (PIsC), en las cepas de E. coliW3110/pAF-ts-plsC y W31101pp3/pAF-ts-plsC (Datsenko y Wanner,
2000, P.N.A.S. 97: 6640-6645). Se amplificé un fragmento de ADN, que codifica para el gen marcador de resistencia
a kanamicina (kanR), con los cebadores plsC-fw (SEQ ID n®. 13) y plsC-rev (SEQ ID n®. 14). El cebador plsC-fw
codifica para una secuencia constituida por 30 nucleétidos que es homéloga al extremo 5’ del gen plsC y una
secuencia que comprende 20 nucleétidos, que es complementaria a una secuencia de ADN, que codifica uno de
ambos sitios FRT (objetivo de reconocimiento FLP) en el plasmido pKD13 (Coli Genetic Stock Center (CGSC) n?
7633). El cebador plsC codifica para una secuencia constituida por 30 nucleétidos, que es homdloga al extremo
3’ del gen plsC, y una secuencia que comprende 20 nucleétidos, que es complementaria a una secuencia de
ADN, que codifica el segundo sitio FRT en el plasmido pKD13.

El producto de PCR amplificado se introdujo en las cepas de E. coliW3110/pAFts-plsC y W3110Ipp3/pAF-ts-plsC
(véase Ejemplo 3) por medio de electroporacion. La eliminacién del gen marcador de resistencia a kanamicina
introducido por via cromosdmica (kanR) se efectud de nuevo con la enzima FLP-recombinasa (codificada en el
plasmido pCP20). También en este caso, la seleccion de las células contenidas en pCP20 se efectud en placas de
agar LB que contenian 100 mg/I de ampicilina (seleccién en pAF-ts-plsC) y 34 mg/l de cloranfenicol (seleccion en
pCP20). Una primera seleccién sobre pérdida del plasmido pCP20 sensible a la temperatura, con obtencion
simultanea del plasmido pAF-ts-plsC sensible a la temperatura, se efectu6 en placas de agar LB que contenian 100
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mg/l de ampicilina (seleccion en pAF-ts-plsC). En el transcurso ulterior se examinaron los clones bacterianos
resistentes a ampicilina seleccionados previamente sobre sensibilidad a kanamicina, es decir, la pérdida del gen
marcador de kanamicina introducido por via cromosémica, asi como sobre sensibilidad a cloranfenicol, es decir,
la pérdida del plasmido pCP20 sensible a la temperatura. Estos clones se examinaron finalmente con los
cebadores plsC-check-for (SEQ ID n 15) y plsC-check-rev (SEQ ID n®. 16) sobre la delecion cromosémica del
gen plsC. Como modelo para el examen de la delecién de p/sC cromosémica por medio de PCR sirvio ADN
cromosomico de los clones resistentes a ampicilina, sensibles a cloranfenicol y kanamicina seleccionados.

Las cepas de E. coli resistentes a ampicilina generadas y examinadas de este modo, con delecién de plsC
cromosomica y expresion de p/sC codificada por plasmido, llevan las denominaciones W3110AplsC/pAF-ts-pIsC y
W3110lpp3AplsC/pAF-ts-plsC.

Ejemplo 5: generacion de un plasmido de produccion con gen de resistencia a antibioticos para la
produccion de cisteina

Como plasmidos de partida para la clonacion y expresion de los genes cysEX (codifica para la variante resistente
a retroalimentacion de serina aciltransferasa; CysE) y orf306 (codifica para O-acetilserina / exportador de cisteina;
EamA) sirvieron el plasmido base pMT1, asi como el plasmido de produccién pACYC184-LH-cysEX-orf306 descrito
en el documento EP0885962B1.

Ademas del gen de resistencia a tetraciclina (tetR), pMT1 contiene aun el promotor tac, que se reprime mediante
el producto génico Laclq, cuyo gen se presenta igualmente en el plasmido, y se puede activar mediante un inductor,
como por ejemplo D-lactosa o isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG).

En la Fig. 4 se muestra un mapa de restriccion y funcién del plasmido pMT1. La secuencia del plasmido pMT1 se
deposita en el protocolo de secuencia (SEQ ID n®. 17).

Para la generacion de un nuevo plasmido de producciéon para la produccién de cisteina a base de pMT1 se ligo
un fragmento Ncol-BsaBI del plasmido pACYC184-LH-cysEX-orf306 (descrito en el documento EP0885962 B1), que
codifica para los genes cysEXy orf306, con un fragmento Ncol-Pvull de 2458 bp de tamario (codifica para ColE1-ori
y resistencia a tetraciclina, tetR) del plasmido pMT1.

La preparacion de ligacién se transformé en "células de E. coliDH5a™-T1R" (Life Technologies GmbH), se multiplicé
en estas células, y la secuencia de ADN de los plasmidos aislados se verifico por medio de secuenciacion. El plasmido
de expresion resultante lleva la denominacién pcysEX-GAPDH-ORF306_tetR (véase la Fig. 5).

Ejemplo 6: generacion de un plasmido de produccidn con gen de resistencia a antibioticos para la produccion
de a-CGTase

Como plasmidos de partida para la clonacién y la expresién del gen de ciclodextrina-glicosil-transferasa (CGTasa)
de Klebsiella pneumoniae M5al (n® de banco génico M15264) sirvieron de nuevo el plasmido pMT1, asi como el
plasmido pCGT descrito en el documento US2008076158 A1. Para la generacién de un nuevo plasmido de produccién
para la produccién de CGTasa a base de pMT1 se ligd un fragmento MauBI-Bsal del plasmido pCGT, que codifica
para el gen CGTase de Klebsiella pneumoniae M5a1, con un fragmento MauBl-Bsal de 4004 bp de tamafo del
plasmido pMT1. Este fragmento del plasmido pMT1 de 4004 bp de tamario codifica para el ColE1-ori, el operador
lac/tac y el gen de resistencia a tetraciclina (tetR).

La preparacion de ligacion se transformé en "células de E. coliDH5a™-T1R" (Life Technologies GmbH), se multiplicé
en estas células, y la secuencia de ADN de los plasmidos aislados se verifico por medio de secuenciacion. El plasmido
de expresion resultante lleva la denominacion pCGT_tetR (véase la Fig. 6).

Ejemplo 7: generacion de un plasmido de produccion con gen de resistencia a antibioticos para la
produccion de Fab-anti-lisozima

Como plasmidos de partida para la clonacion y la expresion de los genes del fragmento anti-lisozima-Fab sirvieron
de nuevo el plasmido pMT1, asi como el pFab-anti-lisozima descrito en el documento US20080076158 A1. Para
la generacion de un nuevo plasmido de produccion para la produccién del fragmento de anticuerpo Fab-anti-lisozima
a base de pMT1 se ligb un fragmento MauBI-Bsal del plasmido Fab-anti-lisozima, que codifica para ambas cadenas,
es decir, la cadena pesada (dominios Vh-Ch1) y la cadena ligera (dominios Vi-CL) del fragmento anti-lisozima-Fab,
con un fragmento MauBI-Bsal del plasmido pMT1 de 4004 bp de tamafio. Este fragmento del plasmido pMT1 de 4004
bp de tamano codifica para el ColE1-ori, el operador lac/tac y el gen de resistencia a tetraciclina (tetR).
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La preparacion de ligacion se transformé en "células de E. coliDH5a™-T1R" (Life Technologies GmbH), se multiplicé
en estas células, y la secuencia de ADN de los plasmidos aislados se verifico por medio de secuenciacion. El plasmido
de expresion resultante lleva la denominacion pFab-anti-lisozima_tetR (véase la Fig. 7).

Ejemplo 8: generacion de plasmidos de produccion con los genes marcadores pyrH o plsC como base para la
elaboracion de plasmidos de produccion segun la invencion sin gen de resistencia a antibioticos

Como plasmidos de partida para la generacion de plasmidos de produccién con pyrH o plsC como gen marcador
sirvieron los plasmidos pcysEX-GAPDH-ORF306_tetR, pCGT_tetR y pFab-anti-lisozima_tetR descritos en los
Ejemplos 5 a 7. Todos estos plasmidos poseen un Unico punto de corte de restriccion Ncol (véase Figuras 5 a 7). Este
punto de corte Ncol universal se utilizé para la clonacién, o bien la integracion de los genes pyrH o pisC.

A tal efecto, los productos de PCR descritos en el Ejemplo 1 y cortados con la enzima de restriccién Ncol se ligaron
con los plasmidos pcysEX-GAPDH-ORF306_tetR, pCGT_tetR y pFab-anti-lisozima_tetR, despues de cortar estos
asimismo con Ncol. Las preparaciones de ligacion individuales se transformaron en "células de E. coli DH5a™-T1R"
(Life Technologies GmbH), se multiplicaron en estas células y se verifico la secuencia de ADN de los plasmidos
aislados por medio de secuenciacion. Los constructos resultantes, segln orientacion del gen marcador empleado,
llevan las siguientes denominaciones:

e pcysEX-GAPDH-ORF306_pyrH1_tetR (véase la Fig. 8) y pcysEX-GAPDH-ORF306_pyrH2_tetR

e pCGT_pyrH1_tetR (véase la Fig. 9) y pCGT_pyrH2_tetR

e pFab-anti-lisozima_pyrH1_tetR (véase la Fig. 10) y pFab-anti-lisozima_pyrH2_tetR

*  pcysEX-GAPDH-ORF306_plsC1_tetR (véase la Fig. 11) und pcysEX-GAPDH-ORF306_plsC2_tetR
e pCGT_plsC1_tetR (véase la Fig. 12) y pCGT_plsC2_tetR

* pFab-anti-lisozima_plsC1_tetR (véase la Fig. 13) y pFab-anti-lisozima_plsC2_tetR

Para la eliminacion final del gen tetR se trabajé ulteriormente con las variantes pcysEX-GAPDH-ORF306_pyrH1_tetR,
pCGT_pyrH1_tetR, pFab-anti-lisozima_pyrH1_tetR, pcysEX-GAPDH-ORF306_plsC1_tetR, pCGT_plsC1_tetR y
pFab-anti-lisozima_plsC1_tetR (véase la Fig. 8 a 13).

Ejemplo 9: eliminacion del gen de resistencia a antibioticos tetR y transformacion de los plasmidos de
produccion con pyrH, o bien pisC, como gen marcador remanente en cepas de E. colicon delecion
cromosomica de pyrH, o bien p/sC

Como plasmidos de partida para la generacién de plasmidos de producciéon sin el gen de resistencia a antibioticos
tetR y con pyrHo plsCcomo gen marcador sirvierion los plasmidos pcysEX-GAPDH-ORF306_pyrH1_tetR,
pCGT_pyrH1_tetR, pFab-anti-lisozima_pyrH1_tetR, pcysEX-GAPDH-ORF306_ plsC1_tetR, pCGT_plsC1_tetR y
pFab-anti-lisozima_ plsC1_tetR descritos en el Ejemplo 8. La eliminacién del gen de resistencia a antibidticos tetR de
los plasmidos pFab-anti-lisozima_pyrH1_tetR y pFab-anti-lisozima_plsC1_tetR descritos en el Ejemplo 8 se efectud a
través de una digestion con la enzima de restriccion Clal y subsiguiente religacion.

Para los plasmidos pcysEX-GAPDH-ORF306_pyrH1_tetR, o bien pcysEX-GAPDH-ORF306_plsC1_tetR, se procedié
analogamente, excepto que el gen tetR se elimind a través de una digestion parcial con Clal, ya que en los genes
estructurales cysEX'y orf306 se encuentran otros dos puntos de corte Clal (véase la Fig. 8 y 11).

En el caso de pCGT_plsC1_tetR, el gen tetR se elimind a través de una digestion con las enzimas Stul (corta el
extremo blunt) y Fspl (corta el extremo blunt) del plasmido.

En el caso de pCGT_pyrH1_tetR, el gen tetR se eliminé asimismo a través de una digestién parcial con las enzimas
Stul (corta el extremo blunt) y Fspl (corta el extremo blunt), ya que en el gen pyrH se encuentra otro punto de corte
Fspl (véase la Fig. 9).

Los respectivos fragmentos de vector lineales sin tetR se purificaron tras la digestion con enzimas de restriccion a
través de una electroforesis en gel de agarosa y se aislaron con el "QIAquick Gel Extraction Kit" (Qiagen GmbH, Hilden,
D) segun datos del fabricante a partir del gel de agarosa. A continuacion se religé el respectivo fragmento de vector
exento de tetR.

Las correspondientes preparaciones de ligacion se transformaron con un método de CaClz2 modificado en las cepas
W3110ApyrH/pAF-ts-pyrH, o bien W3110lpp3ApyrH/pAF-ts-pyrH o W3110ApyrH/pAF-ts-plsC, o bien
W3110Ilpp3ApyrH/pAF-ts-plsC, descritas en el Ejemplo 4. Para la transformacién, es decir, la introduccién de los
plasmidos de produccién exentos de resistencia a antibiéticos con pyrH o p/sC como gen marcador en cepas de
E. coli con correspondiente delecién cromosémica (pyrH o plsC) se procedié de la siguiente manera:
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tras la adicion de 5 a 20 pl de la respectiva preparacion de ligacion a 100 pl de células competentes con CaClz de las
cepas W3110ApyrH/pAF-ts-pyrH 'y  W3110lpp3ApyrH/pAF-ts-pyrH, o bien W3110AplsC/pAF-ts-plsC vy
W3110Ipp3AplsC/pAF-ts-plsC, se incubaron las células en hielo durante 30 minutos més. Tras un choque térmico
breve durante 45 segundos a 42°C se enfriaron las células 2 min en hielo. A continuacién se afadieron 900 pl de
medio LB a la preparacién de transformacion y se incubaron/regeneraron las células no como es habitual a 37°C, sino
30 290 min a 47°C hasta 55°C. La incubacion ulterior a temperatura elevada no permisiva se efectué entonces durante
15 a 24 h a 40-45°C sobre placas de agar LB o en medio LB liquido sin antibi6tico (por ejemplo sin tetraciclina).

La fase de regeneracién de 30 — 90 minutos a 47°C hasta 55°C, asi como el cultivo durante 15 a 24 h a temperatura
elevada, no permisiva, facilita la sustitucién de plasmidos sensibles a la temperatura pAF-ts-pyrH, o bien pAF-ts-plsC,
por el plasmido de produccion final, exento de resistencia a antibiéticos, con pyrH o p/lsC como nuevo gen marcador
de seleccion.

Se obtuvieron los mejores resultados de transformacién si las células transformadas se regeneraron 60 min a 52°C y
a continuacion se incubaron 20 h a 42°C en placas de agar LB. Una seleccién previa sobre pérdida del plasmido
sensible a la temperatura pAF-ts-pyrH, o bien pAF-ts-plsC, con sustitucién simultanea por el respectivo plasmido de
produccion que contiene pyrH o plsC sin gen de resistencia a tetraciclina tetR, se efectué en primer lugar en placas
de agar LB sin antibidtico.

A continuaciéon se examinaron los clones bacterianos seleccionados previamente sobre sensibilidad a ampicilina, es
decir, la pérdida del plasmido sensible a la temperatura pAF-ts-pyrH, o bien pAF-ts-plsC.

Los plasmidos de produccién de clones sensibles a ampicilina que codifican pyrH o plsC se examinaron finalmente
por medio de digestion con enzimas de restriccion. En las Figuras 14 a 16 se representan mapas de restriccion de los
plasmidos de produccion que codifican pyrH pcysEX-GAPDH-ORF306_pyrH, pCGT_pyrH y pFab-anti-lisozima_pyrH,
respectivamente sin el gen de resistencia a antibidticos tetR. En las Figuras 17 a 19 se representan mapas de
restriccion de los plasmidos de produccién que codifican p/sC pcysEX-GAPDH-ORF306_plsC, pCGT_plsC y pFab-
anti-lisozima_plsC, respectivamente sin el gen de resistencia a antibidticos tetR.

Las cepas de E. coli exentas de resistencia a antibiéticos generadas y examinadas de este modo, con plasmido de
produccion que codifica pyrH o plsC y delecién cromosémica de pyrH, o bien plsC, llevan las denominaciones:

e WB3110ApyrH/pcysEX-GAPDH-ORF306_pyrH
e W3110lpp3ApyrH/pCGT_pyrH

e W3110Ipp3ApyrH/pFab-anti-lisozima_pyrH

e WB3110AplsC/pcysEX-GAPDH-ORF306_pISC
*  W3110Ipp3AplsC/pCGT_plsC

*  W3110Ilpp3AplsC/pFab-anti-lisozima_plsC

Ejemplo 10: fermentacion de cisteina
Cultivo previo 1:

Se inocularon 20 ml de medio LB en matraz Erlenmeyer (100 ml) con la respectiva cepa de E. coliW3110/pcysEX-
GAPDH-ORF306_tetR, W3110ApyrH/pcysEX-GAPDH-ORF306_pyrH o W3110AplsC/pcysEX-GAPDH-ORF306_plsC
y se incubaron durante siete horas en un agitador (150 rpm, 30°C). Para un cultivo de constructo W3110/pcysEX-
GAPDH-ORF306_tetR en el sentido del estado de la técnica, es decir, con antibiético como agente de seleccién, se
suplementé el medio con 15 mg/L de tetraciclina.

Cultivo previo 2:

A continuacion se trasladoé el cultivo previo 1 completamente a 100 ml de medio SM1 (12 g/l de K2HPO4, 3 g/l de
KH2POs4, 5 g/l de (NH4)2S04, 0,3 g/l de MgSO4 x 7 H20, 0,015 g/l de CaClz x 2 H20, 0,002 g/l de FeSO4 x 7 H20, 1 g/l
de Nas citrato x 2 H20, 0,1 g/l de NaCl, 1 ml/I de disolucion de oligoelementos, constituida por 0,15 g/l de Na2MoOs4 x
2H:0, 2,5 g/l de H3BOs, 0,7 g/l de CoCl2 x 6 H20, 0,25 g/l de CuSO4 x 5 H20, 1,6 g/l de MnCl2 x 4 H20, 0,3 g/l de
ZnS0O4 x 7 H20), que estaba suplementada con 5 g/l de glucosa y 5 mg/l de vitamina B1. Los cultivos se agitaron en
matraz Erlenmeyer (1 1) a 30 °C durante 17 h con 150 rpm. Tras esta incubacion, la densidad éptica a 600 nm (ODeoo)
se situaba entre 3 y 5. Para el cultivo de W3110/pcysEX-GAPDH-ORF306_tetR en el sentido del estado de la técnica,
es decir, con antibiético como medio de seleccion, se suplementd el medio con 15 mg/L de tetraciclina.
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Cultivo principal:

La fermentacioén se realiz6 en fermentadores de tipo BIOSTAT B de la firma Sartorius Stedim. Se empleé un recipiente de
cultivo con 2 | de volumen total. El medio de fermentacion (900 ml) contiene 15 g/l de glucosa, 10 g/l de triptona (Difco), 5
g/l de extracto de levadura (Difco), 5 g/l de (NH4)2SQ4, 1,5 g/l de KH2PQOq4, 0,5 g/l de NaCl, 0,3 g/l de MgSOa x 7 H20, 0,015
g/l de CaClz x 2 H20, 0,075 g/l de FeSOa4 x 7 H20, 1 g/l de Nas citrato x 2 H2O y 1 ml de disolucién de oligoelementos
(véase anteriormente) y 0,005 g/l de vitamina B1. El valor de pH en el fermentador se ajust6 a 6,5 al comienzo mediante
bombeo de una disolucién al 25 % de NH4OH. Durante la fermentacion se mantuvo el valor de pH a un valor de 6,5
mediante correccion automatica con NH4OH al 25 %. Para la inoculacion se bombearon 100 ml de cultivo previo 2 al
recipiente del fermentador. Por consiguiente, el volumen inicial ascendia aproximadamente a 1 . Los cultivos se agitaron
al comienzo con 400 rpm y se gasificaron con 2 vvm de un aire a presion purificado a través de un filtro estéril. Bajo estas
condiciones iniciales, la sonda de oxigeno se habia calibrado a 100 % de saturacion antes de la inoculacion. El valor teérico
para la saturacién de Oz durante la fermentacién se ajusté a 50 %. Tras reduccion de la saturacién de Oz por debajo del
valor tedrico se inicié una cascada de regulacion para aproximar de nuevo la saturacién de Oz al valor tedrico. En este
caso, en primer lugar se aument6 continuamente la alimentacién de gas (a un maximo de 5 vvm), y a continuacion se
incrementé continuamente la velocidad de agitacion (a un maximo de 1.500 rpm).

La fermentacion se realizd a una temperatura de 30°C. Después de 2 h de tiempo de fermentacién se efectud la
alimentacién de una fuente de azufre en forma de una disolucion madre estéril de tiosulfato soédico x 5 H20 al 60 % con
una tasa de 1,5 ml por hora. Tan pronto como el contenido en glucosa en el fermentador habia descendido de inicialmente
15 g/l a aproximadamente 2 g/l se efectué una dosificacion continua de una disolucion de glucosa al 56 %. La tasa de
alimentacién se ajusté de modo que la concentracién de glucosa en el fermentador ya no sobrepasaba 2 g/l en adelante.

La determinacion de glucosa se realizd con un analizador de glucosa de la firma YSI (Yellow Springs, Ohio, USA).
Para la fermentacion del constructo W3110/pcysEX-GAPDH-ORF306_tetR en el sentido del estado de la técnica, es
decir, con antibiético como medio de seleccidn, se suplementé el medio con 15 mg/L de tetraciclina.

El tiempo de fermentacion ascendia a 48 horas. A continuacion se extrajeron muestras y se determiné el contenido de L-
cisteina y los derivados obtenidos de la misma en el sobrenadante de cultivo (sobre todo L-cisteina y tiazolidina) y en el
precipitado (L-cistina) por separado respectivamente. Con este fin se empled respectivamente el test colorimétrico de
Gaitonde (Gaitonde, M. K. (1967), Biochem. J. 104, 627-633). La L-cistina que se encontraba en el precipitado se tuvo que
disolver en primer lugar en &cido clorhidrico al 8 % antes de poderse cuantificar del mismo modo. Los valores para cisteina
total indicados en la Tabla 1 corresponden a la suma de L-cisteina en el sobrenadante de cultivo y L-cistina en el
precipitado. En este caso, a cada molécula de L-cistina corresponden dos moléculas de L-cisteina.

Tabla 1: contenido en cisteina total (L-cisteinasobrenadante de cuttivo + L-Cistinaprecipitado)
en el caldo de cultivo después de 48 h y estabilidad de los plasmidos de produccion

++Cepa Cisteina total (g/L) Estabilidad de plasmido
W3110/pcysEX-GAPDH-
ORF306_tetR (cultivada con 19,0+04 95% + 5%

tetraciclina) *

W3110/pcysEX-GAPDH-
ORF306_tet® (cultivada sin 10,0 £4,1 60% * 19%
tetraciclina)

W3110ApyrH x pcysEX-GAPDH-
ORF306_ pyrH1**

W3110AplsC/pcysEX-GAPDH-
ORF306_ plsC**

*Constructo en el sentido del estado de la técnica (Ejemplo comparativo)
**Constructo segun la invencion

20,4 +0,3 97% + 3%

21,1+0,3 95% + 5%

Ejemplo 11: produccion secretoria de una ciclodextrina-glicosil-transferasa a escala de 10 1 (fermentacion)

Con ayuda de un mutante lpp de E. coli se pueden producir y secretar en el medio enzimas relevantes desde el punto
de vista biotecnolégico, como por ejemplo CGTasas (US2008076158 A1).

La produccion secretoria de CGTasa se efectud en fermentadores de caldera de agitacion de 10 L con las cepas

W3110Ipp3/pCGT_tetR (control), W3110lpp3ApyrH/pCGT_pyrH y W3110Ilpp3ApyrH/pCGT_plsC. El fermentador

cargado con 6 | de medio de fermentaciéon FM4 (1,5 g/l de KH2PQO4; 5 g/l de (NH4) 2S0O4; 0, 5 g/l de MgSOa x 7 H20;

0,15 g/l de CaClz x 2 H20, 0,075 g/l de FeSO4 x 7 H20; 1 g/l de Nas citrato x 2 H20; 0,5 g/l de NaCl; 1 ml/1 de disolucién

de oligoelementos (0,15 g/l de Naz2MoO4 x 2 H20; 2,5 g/l de Na3BOs; 0,7 g/l de CoCl2 x 6 H20; 0,25 g/l de CuSOa4 x 5
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H20; 1,6 g/l de MnCl2 x 4 H20; 0,3 g/l de ZnSO4 x 7 H20); 5 mg/I de vitamina B1; 3 g/l de fitona; 1,5 g/l de extracto de
levadura; 10 g/l de glucosa) se inoculd en proporcién 1 : 10 con un cultivo previo, que se cultivé durante la noche en
el mismo medio. Durante la fermentacion se ajusté una temperatura de 30°C y se mantuvo constante el valor de pH a
un valor de 7,0 mediante dosificacion de NH4OH, o bien H3POs. Se afnadié glucosa durante la fermentacion,
pretendiéndose una concentracion maxima de glucosa de < 10 g/l en el medio de fermentacién. La induccion de la
expresion se efectué mediante adicion de isopropil--D-tiogalactopiranésido (IPTG) hasta 0,1 mM al final de la fase de
crecimiento logaritmica.

Para la fermentacién del constructo W3110Ilpp3/pCGT_tetR en el sentido del estado de la técnica, es decir, con
antibiético como medio de seleccion, se suplement6 el medio con 15 mg/L de tetraciclina.

Después de 72 h de fermentacion se extrajeron muestras, se separaron las células mediante centrifugado del medio
de fermentacion y se determind el contenido en CGTasa en el sobrenadante de fermentacion, como se describe en el
Ejemplo 4 del documento US2008076158A1.

En la Tabla 2 se enumeran los rendimientos de CGTasas funcionales, asi como las actividades en el sobrenadante
de fermentacién.

Tabla 2: rendimientos de ciclodextrina-glicosiltransferasa en el sobrenadante
de fermentacion después de 72 horas de fermentacion

Cepa CGTasa (U/ml) CGTasa (mg/l)  |Estabilidad de plasmido
W3110Ipp3/pCGT _tetR (cultivada con tetraciclina)* 555 + 15 3750 £ 145 97% + 3%
W3110Ipp3/pCGT _tetR (cultivada sin tetraciclina) 340 £ 65 2210 £ 425 55% £ 21%
W3110Ipp3ApyrH/pCGT_pyrH** 560 £ 25 3795 + 160 98% * 2%
W3110Ipp3ApIsC/pCGT_plsC** 570 £30 3810 £ 190 98% * 2%

*Constructo en el sentido del estado de la técnica (Ejemplo comparativo)
**Constructo segun la invencion

Ejemplo 12: produccion secretoria, fermentativa, del fragmento de anticuerpo Fab anti-lisoxima-Fab a escala
de 101

Con ayuda de un mutante Jpp de E. coli se pueden producir también extracelularmente fragmentos de anticuerpo Fab
funcionales (US2008076158A1). En este caso, la célula debe sintetizar simultdneamente los correspondientes
fragmentos de la cadena ligera que comprende los dominios VLy CL, y de la cadena pesada que comprende los
dominios Vi y CH1, y después secretar estos en el periplasma, y finalmente en el medio de fermentacién. Fuera del
citoplasma se efectia entonces el ensamblaje de ambas cadenas para dar el fragmento Fab funcional.

El presente ejemplo describe la produccién de un fragmento Fab del anticuerpo de antilisozima D1.3 convenientemente
caracterizado. Los plasmidos pFab-anti-lisozima_tetR, pFab-anti-lisozima_pyrH y pFab-anti-lisozima_plsC contienen,
ademas de los genes marcadores tetR, pyrH, o bien p/sC, entre otros también los genes estructurales para el HC y el
LC del fragmento Fab en forma de un operdn. En este caso, el HC en el marco esté fusionado en el extremo 3‘ de la
secuencia de senalizacién ompA (ompA®®) y el LC en el marco en el extremo 3' de una secuencia de sefalizacion de
CGTasa (cgt®s). La expresion del operén ompAss-HC-cgtss-LC esta bajo el control del promotor tac.

La produccién del fragmento anti-lisozima a escala de 10 | se efectué analogamente al procedimiento de CGTasa
descrito en el Ejemplo 11 con las cepas W3110Ilpp3/pFab-anti-lisozima_tetR, W3110lpp3ApyrH/pFab-anti-
lisozima_pyrH y W3110lpp3AplsC/pFab-anti-lisozima_plsC. Para la fermentacion de W3110Ipp3/pFab-anti-
lisozima_tetR de E. coli en el sentido del estado de la técnica, es decir, con antibiético como medio de seleccién, se
suplementé el medio con 15 mg/L de tetraciclina.

Después de 72 h de fermentaciéon se extrajeron muestras y a continuacién se separaron las células mediante
centrifugado del medio de fermentacién.

La purificacion del fragmento anti-lisozima-Fab a partir de los sobrenadantes de fermentacion se efectu6é por medio de
cromatografia de afinidad como se describe en Skerra (1994, Gene 141, 79-84).

La cuantificacién, asi como la determinacion de la actividad del fragmento anti-lisozima-Fab purificado se efectué a
través de un ensayo ELISA con lisozima como antigeno (Skerra, 1994, Gene 141, 79-84).
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En la Tabla 2 se enumeran los rendimientos extrapolados en fragmento anti-lisozima-Fab funcional en el sobrenadante
de fermentacion, basados en cantidades aisladas a partir de 20 ml de sobrenadante de fermentacion respectivamente
tras 72 h de fermentacion.

Tabla 3: rendimientos en fragmento anti-lisozima-Fab
en el sobrenadante de fermentacion tras 72 h de fermentacion

Rendimiento en fragmento anti-lisozima-Fab

Cepa [mg/1] en el sobrenadante de fermentacién Estabilidad de

(extrapolado) plasmido
W3110lpp3/pFab-anti-lisozima_tetR (cultivado o o
con tetraciclina)* 1440 £110 97% * 3%
W3110lpp3/pFab-anti-lisozima_tetR (cultivado o o
sin tetraciclina) 625 + 250 55% £20%
W3110lpp3ApyrH/pFab-anti-lisozima_ pyrH** 1580 £ 115 98% * 2%
W3110Ipp3AplsC/pFab-anti-lisozima_plsC** 1610 £ 130 98% * 2%

*Constructo en el sentido del estado de la técnica (Ejemplo comparativo)
**Constructo segun la invencion

Ejemplo 13: determinacion de la estabilidad de plasmido

La estabilidad de plasmido se examind por medio de preparacion de plasmido con subsiguiente digestién con enzimas
de restriccion. A tal efecto, una vez concluido el cultivo de las cepas de produccion (por ejemplo después de 72 h de
fermentacion) se sembraron diferentes diluciones de cultivos sobre placas de agar LB. Para la subsiguiente
determinacion de la estabilidad de plasmido, es decir, la identificacién de células que portan plasmido (colonias), se
recurri6 solo a placas LB con colonias individuales para la valoracion.

En total se cultivaron 50 colonias individuales en medio LB liquido durante 15 a 20 horas y a continuacion se aislé
ADN plasmidico a partir de estos cultivos. Por medio de muestras de restriccion caracteristicas para los plasmidos de
produccion individuales se verificé la exactitud de los plasmidos aislados.
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<400> 1

atggctacca
ctgcagggca
atcaaagaac
ttcecgtggeg
atgctggcga
aacgctcgte
gaagctatca
cegttettta
gtgctgaaag
gcaaceatgt
gacctggcgyg
aacaaaccgg

gaataa

<210> 2

<211> 241
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<222>

<400> 2

atgcaaaacc
ctgaaggctt
tggttgaact
ctggtetgge
ccgtaatgaa
tgatgtccge
gcetgttgeg
ccaccgactce
caaccaaagt
acgagcaact
cctteacget

gtgcgcetgceg

Escherichia coli

PEPTIDOS
(1)..(241)
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cgtctataaa
cggtattgat
gggtattcag
gaaagcgggt
cggectggea
tattccattg
caacaaccgt
agcagcttgc
tgacggegtg
gacttacagc
ggctegtgac

ccgtgtggta

cgcattctge
gcaagcatac
gttggtgtag
atgaaccegeg
atgcgtgatg
aatggcgtgt
gtggtgatec
ctgegtggta
tttacecgctg
gaagtgctgg
cataaattac

atgggtgaaa

17

ttaagttgag
tggatcgtat
tgattggtgg
ttgtgggega
cactgcacceyg
gcgacagcta
tctcegeegy
tcgaaattga
atccggcgaa
aaaaagagct
cgattecgtgt

aagaagggac

tggcgaagct
ggctcaggaa
gggtaacctg
ccacatgggg
cgcectatgtg
cagctgggca
tacaggtaac
agccgatgtg
agatccaacc
gaaagtcatg
tttcaatatg

tttaatcacg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

726



Met

Ser

Ile

Ile

Gly

65

Met

Arg

Val

Asn

Thr

145

Val

Lys

Leu

Ala

Gly

Leu

Gln

50

Leu

Leu

Ala

Cys

Arg

130

Asp

Leu

Asp

Glu

Thr

Glu

Asp

35

val

Ala

Ala

Tyr

Asp

115

Val

Ser

Lys

Pro

Lys

Asn

Ala

20

Arg

Gly

Lys

Thr

Val

100

Ser

Val

Ala

Ala

Thr

180

Glu

Ala

Leu

Met

vVal

Ala

val

85

Asn

Tyr

Ile

Ala

Thr

165

Ala

Leu

Lys

Gln

Ala

Val

Gly

70

Met

Ala

Ser

Leu

Cys

150

Lys

Thr

Lys

Pro

Gly

Gln

Ile

55

Met

Asn

Arqg

Trp

Ser

135

Leu

vVal

Met

Val
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val

Thr

Glu

40

Gly

Asn

Gly

Leu

Ala

120

Ala

Arg

Asp

Tyr

Met

Tyr

Glu

25

Ile

Gly

Arg

Leu

Met

105

Glu

Gly

Gly

Gly

Glu

185

Asp

Lys Arg
10

Gly Phe

Lys Glu

Gly Asn

Val val

75

Ala Met
90

Ser Ala

Ala Ile

Thr Gly

Ile Glu

155

vVal Phe
170

Gln Leu

Leu Ala

18

Ile

Gly

Leu

Leu

60

Gly

Arg

Ile

Ser

Asn

140

Tle

Thr

Thr

Ala

Leu

Ile

val

45

Phe

Asp

Asp

Pro

Leu

125

Pro

Glu

Ala

Tyr

Phe

Leu

Asp

30

Glu

Arg

His

Ala

Leu

110

Leu

Phe

Ala

Asp

Ser

190

Thr

Lys

15

Ala

Leu

Gly

Met

Leu

95

Asn

Arg

Phe

Asp

Pro

175

Glu

Leu

Leu

Ser

Gly

Ala

Gly

80

His

Gly

Asn

Thr

val

160

Ala

Val

Ala
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200

205

Arg Asp His Lys Leu Pro Ile Arg Val Phe Asn Met Asn Lys Pro Gly

210

21s

220

Ala Leu Arg Arg Val Val Met Gly Glu Lys Glu Gly Thr Leu Ile Thr
235

225

Glu

<210> 3

<211> 738
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>

<223> plsC

<400> 3

atgctatata
ggctccattt
atgtttggcc
gctgaaagcet
acagcatcga
atccccttct
cgcactaaag
tcecatctgga
actggagcat
acaacttcga
ctgeegecaa
tgtcgttecga
gccgccggaa

<210> 4

<211> 245
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<222>

genes
(1)..(738)

Escherichia coli

tctttcgtct
actgcctttt
gtecttgcgce
acggcaatgce
acatcgtgca
tcgggcagtt
ctcacggcac
tgttceccgga
ttcacgcgge
ataagattaa
ttgacgtcag
taatggaaca

aagtttaa

Escherichia coli

PEPTIDOS
(1)..(245)

230

tattattacc
cagcccgegt
gctgtttggce
tatctatate
accgccgacg
gtactggtta
cattgcggaa
aggaacccgc
aattgcggcg
tcttaatcga
tcagtatggce

aaaaatcgec

gtgatttaca
aacccgaaac
ctgaaagttg
gctaaccacc
gtgacggtag
accggcaact
gtagtgaatc
agccgtggtce
ggcgtcccga
ctgcacaacg
aaagatcagg

gagctcgata

19

gcatcttagt
atgtggccac
agtgccgtaa
agaacaacta
gtaaaaagag
tattgatcga
acttcaaaaa
gcggectget
ttattccegt
gtctggtgat
ttegtgaget

aagaagtecgce

240

ctgtgtatte
ctttgggceat
acctacagac
tgacatggtg
cttgctgtgg
cagaaacaat
acgcegtatt
accgttcaag
gtgcgtetet
tgtcgaaatg
ggctgeccat

agaacgcgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738
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<220> ]

<221> PEPTIDOS
<222> (1)..(245)
<223> PIsC

<400> 4

Met Leu Tyr Ile Phe Arg Leu Ile Ile Thr Val Ile Tyr Ser Ile Leu

Val Cys Val Phe Gly Ser Ile Tyr Cys Leu Phe Ser Pro Arg Asn Pro
20 25 30

Lys His Val Ala Thr Phe Gly His Met Phe Gly Arg Leu Ala Pro Leu
35 40 45

Phe Gly Leu Lys Val Glu Cys Arg Lys Pro Thr Asp Ala Glu Ser Tyr
50 55 60

Gly Asn Ala Ile Tyr Ile Ala Asn His Gln Asn Asn Tyr Asp Met Val
65 70 75 80

Thr Ala Ser Asn Ile Val Gln Pro Pro Thr Val Thr Val Gly Lys Lys
85 90 95

Ser Leu Leu Trp Ile Pro Phe Phe Gly Gln Leu Tyr Trp Leu Thr Gly
100 105 110

Asn Leu Leu Ile Asp Arg Asn Asn Arg Thr Lys Ala His Gly Thr Ile
115 120 125

Ala Glu Val val Asn His Phe Lys Lys Arg Arg Ile Ser Ile Trp Met
130 135 140

Phe Pro Glu Gly Thr Arg Ser Arg Gly Arg Gly Leu Leu Pro Phe Lys
145 150 155 160

Thr Gly Ala Phe His Ala Ala Ile Ala Ala Gly Val Pro Ile Ile Pro
165 170 175

val Cys Val Ser Thr Thr Ser Asn Lys Ile Asn Leu Asn Arg Leu His
180 185 190

Asn Gly Leu Val Tle Val Glu Met Leu Pro Pro Ile Asp Val Ser Gln
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205

Tyr Gly Lys Asp Gln Val Arg Glu Leu Ala Ala His Cys Arg Ser Ile
210 215

220

Met Glu Gln Lys Ile Ala Glu Leu Asp Lys Glu Val Ala Glu Arg Glu

225

230

Ala Ala Gly Lys Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

245

5

40

ADN

Oligonucledtido sintético

misc_feature
Oligonucleétido: pyrH-Ncol-fw

5

ccccccatgg ceatcttgta aattcagcta acccttgtgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

6

40

ADN

Oligonucleétido sintético

misc _feature
Oligonucleétido: pyrH-Ncol-rev

6

ggggccatgg atcctcacgt acttttgtac getceggttg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>7

7

37

ADN

Oligonucleétido sintético

misc_feature
Oligonucleétido: plsC-Ncol-fw

ccceccatgg atttgctcca tgtaaaactg getaaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

8

40

ADN

Oligonucleétido sintético

misc_feature
Oligonucleétido: plsC-Ncol-rev

235 240

40

40

37
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<400>

8

ggggccatgg tgaaaccgtt gtttattcat gegttgegat

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

<400>

9

71

ADN

Oligonucleétido sintético

misc_feature
Oligonucledtido sintético: pyrH-fw

misc_feature
Oligonucleétido: pyrH-fw

9
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40

cagtcttaat tatcaaaaag gagccgcctg agggcggctt ctttttgtge cgtgtagget 60

ggagctgcett ¢

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

10

70

ADN

Oligonucleétido sintético

misc_feature
Oligonucleétido: pyrH-rev

10

71

gtaatcgtct ggattattag gctattttat ttgccatttt ggccecggge atgggaatta 60

gccatggtee

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

11

30

ADN

Oligonucleétido sintético

misc_feature
Oligonucleétido: pyrH-check-for

11

gcataacgct gaagtgactg gcttcatccg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

12

30

ADN

Oligonucleétido sintético

misc_feature
Oligonucleétido: pyrH-check-rev

12

cagaccagac agtcacacac agtggaagtg

70

30

30
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<210> 13

<211> 71

<212> ADN

<213> Oligonucleétido sintético

<220>
<221> misc_feature
<223> Oligonucleétido: plsC-fw

<400> 13

ctgacgtcaa ttggcggeag catttegaca atcaccagac cgttgtgcag cgtgtaggcet

ggagctgctt ¢

<210> 14

<11> 71

<212> ADN

<213> Oligonucleétido sintético

<220>
<221> misc_feature
<223> Oligonucleétido: plsC-rev

<400> 14
ctgacgtcaa ttggcggcag catttcgaca atcaccagac cgttgtgcag cgtgtaggct
ggagctgctt ¢

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Oligonucleétido sintético

<220>
<221> misc_feature
<223> Oligonucleétido: plsC-check-for

<400> 15
cgagattcaa gtagcggegg aacgggtage

<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Oligonucleétido sintético

<220>
<221> misc_feature
<223> Oligonucleétido: plsC-check-rev

<400> 16
gttaagtcgt catccggeag cgtaticaac

<210> 17
<211> 4487
<212> ADN
<213> Plasmido

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(4308)
<223> Plasmido pMT1

23

71

71

30

30



<400> 17

tegtgteget
gttctggcaa
ggaattgtga
tgcagccaag
atcagaacgc
cccacctgac
gtcteccecat
aagactgggc
atccgccggg
gccegecata
ttgegttect
atgagacaat
cggtegeccgce
aggtgaagat
actgagcgtc
gcgtaatctg

atcaagagct

caaggecgecac
atattctgaa
gcggataaca
cttggctgtt
agaagcggtc
cccatgccga
gcgagagtag
ctttecgtttt
agcggatttg
aactgccagg
acaaactctt
aaccctgata
atacactatt
cetttttgat
agaccccgta
ctgcttgcaa

accaactctt
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tcecgttctg
atgagctgtt
atttcacaca
ttggcggatg
tgataaaaca
actcagaagt
ggaactgcca
atctgttgtt
aacgttgcga
catcaaatta
ttgtttattt
aatgcttcaa
ctcagaatga
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac

tttccgaagg

gataatgttt
gacaattaat
ggaaacagaa
agagaagatt
gaatttgcct
gaaacgccgt
ggcatcaaat
tgtcggtgaa
agcaacggcc
agcagaaggc
ttctaaatac
taatattgaa
cttggttgag
ccaaaatccc
aaggatcttc
caccgctacc

taactggctt

24

tttgcgeccga
catcggcteg
ttceecgggga
ttcagcctga
ggcggcagta
agcgccgatg
aaaacgaaag
cgectctccetg
cggagggtgg
catcctgacg
attcaaatat
aaaggaagag
tccatggegg
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt

cagcagagcg

catcataacg
tataatgtgt
tccgtcgacc
tacagattaa
gcgeggtggt
gtagtgtggg
gctcagtcga
agtaggacaa
¢gggcaggac
gatggccttt
gtatccgctce
tatgagtatt
ccgecgatcet
ttttcgttce
ttttttctge
tgtttgcegg

cagataccaa

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

1020



atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
€ggggggttce
tacagcgtga
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctecgtcagg
ataagctcca
acgcgatgga
gattggctcc
ggtcgaggtyg
ggcggcgcect
cgtgacgatc
aagctgtcce
ccecgatgecg
gaacgccagc
ctcgecgaaa
tccgaatacce
gaaaatgacc
cataagtgeg
ggctctcaag
cagtagtagg
ggcgecccaac
catgagcccg
agcaaccgca
caggacgggt
caggactggg

ttgcatcaac

gacgatatcc

tctagtgtag
cgctctgeta
gttggactca
gtgcacacag
gcattgagaa
cagggtcgga
tagtcctgte
ggggcggagce
ggacccaacqg
tatgttctgc
aattcttgga
gcceggetcece
acaatccatg
agcggtccaa
tgatggtcgt
ccggaagcga
aagacgtagce
cgtttggtgg
gcaagcgaca
cagagcgetg
gcgacgatag
ggcatcggtc
ttgaggccgt
agtcccecegg
aagtggcgag
cctgtggege
gtggtcgecca
cggcggecaa
gcatatagcg

cgcaagaggc
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ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagettgg
agcgccacgc
acaggagagc
gggtttegece
ctatggaaaa
ctgecccgaga
caagggttgg
gtggtgaatc
atgcaccgcg
ccaaccecgtt
tgatcgaagt
catctacctg
gaagaatcat
ccagcgegte
cgggaccagt
ggcecgatcat
ccggecacctg
tcatgccceg
gacgctctcce
tgagcaccgce
ccacggggcece
cccgatecttce
cggtgatgcc
tgatcgcgta
agcggtcgga
ctagcagcac

cecggcagtac

gccaccactt
cagtggctgc
taccggataa
agcgaacgac
ttccegaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgattctceca
tgcgecegegt
tttgcgeatt
cgttagcgag
acgcaacgcg
ccatgtgcte
taggctggta
cctggacagc
aatggggaag
ggcegceccatg
gacgaaggct
cgtcgegetce
tcctacgagt
cgcccaccgg
cttatgcgac
cgcegeaagg
tgccaccata
cccatcggtg
ggccacgatg
gtcgatagtg
cagtgctccg
gccatagtga

cggcataacc

25

caagaactct
tgccagtggc
ggcgcagegg
ctacaccgaa
gagaaaggcyg
gcttceccaggg
tgagcgtega
tgtttgacag
gcggctgcetg
cacagttctce
gtgccgceegg
gggaggcaga
gccgaggcegyg
agagccgcga
atggcctygca
gccatcecage
ccggegataa
tgagegaggg
cagcgaaagc
tgcatgataa
aaggagctga
tcctgecatta
aatggtgcat
cccacgecga
atgtcggcga
cgteceggegt
getccaagta
agaacgggtg
ctggcgatge

aagcctatge

gtagcaccgce
gataagtcgt
tcgggctgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcct
tttttgtgat
cttatcatcg
gagatggcgg
cgcaagaatt
cttecattea
caaggtatag
cataaatcgc
gcgatccttg
acgcgggceat
ctcgegtoge
tggcctgett
cgtgcaagat
ggtcctcgec
agaagacagt
ctgggttgaa
ggaagcagcc
gcaaggagat
aacaagcgct
tataggcgcce
agaggatcca
gcgaagcgag
cgcatagaaa
tgtcggaatyg

ctacagcatc

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
186Q
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820



cagggtgacg
actgcegttag
tcaaacatgg
gctecaagecct
gccggcatgg
acgtagccca
ctcactgcece
acgegegyggag
agacgggcaa
ccacgctggt
aacatgagct
gcceggactce
tegeagtggg
cactccagtc
gccagccagc
tttgctggtg
agaaaataat
tagtgcaggce
gcccactgac
ttegttetac
ccgegacaat
acgactgttt
tcgeecgcettce
gggaaacggt
tcacattcac
ttttgcacca
gcaagctgat

atcggaagct

gtgccgagga
caatttaact
caggcctecc
tcgtcactgg
cggccgacgac
gcgcgtegge
gcttteoecagt
agaggcggtt
cagctgattg
ttgccccage
gtcttcggta
ggtaatggcg
aacgatgccc
gccttecegt
cagacgcaga

acccaatgeg

actgttgatg

agcttccaca
gcgttgcecgeg
catecgacacc
ttgcgacggce
gcccgecagt
cactttttce
ctgataagag
caccctgaat
ttcgatggtyg
ccgggcttat

gtggtatggce
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tgacgatgag
gtgataaact
ccagaagtcg
tcccgccacce
gctgggctac
cagcttgcaa
cgggaaacct
tgcgtattgg
ccctteaceg
aggcgaaaat
tcgtcegtatce
cgcattgegce
tcattcageca
tccgctatcg
cgcgccgaga
accagatget
ggtgtctggt
gcaatggcat
agaagattgt
accacgctgyg
gcgtgcaggg
tgttgtgcca
cgegtttteg
acaccggceat
tgactcetcectt
tcaacgtaaa
cgactgecacg

tgtgcaggtc

cgcattgtta
accgcattaa
cttgcggtat
aaacgtttcg
gtcttgetgg
ttcgecgetaa
gtecgtgecag
gcgccagggt
cctggeectg
cctgtttgat
ccactaccga
ccagcgccat
tttgecatggt
gctgaatttg
cagaacttaa
ccacgcccag
cagagacatc
cctggteatce
gcaccgcocogc
cacccagttg
ccagactgga
cgcggttggg
cagaaacgtyg
actctgegac
ccgggegcta
tgcatgcege
gtgcaccaat

gtaaatcact

26

gatttcatac
agcttatcga
tcggaatcett
gcgagaagca
cgttaogecgaa
cttacattaa
ctgcattaat
ggtttttett
agagagttge
ggtggttgac
gatatccgea
ctgatcgttg
ttgttgaaaa
attgcgagtg
tgggcccgct
tcgegtaccg
aagaaataac
cagcggatag
tttacaggct
atcggcgcga
ggtggcaacg
aatgtaatte
gctggeetgyg
atcgtataac
tcatgccata
ttcgecectteg
gcttetggeg

gcataat

acggtgceetg
tgataagctg
gecacgccctce
ggccattatc
cgccagcaag
ttgcgttgeg
gaatcggcca
ttcaccagtg
agcaagcggt
ggcgggatat
ccaacgcgca
gcaaccagca
ccggacatgg
agatatttat
aacagcgcga
tcttcatggg
gceggaacat
ttaatgatca
tcgacgecegae
gatttaatcg
ccaatcagca
agctccgceca
ttcaccacgc
gttactggtt
ccgcgaaagg
cgcgecgaatt

tcaggcagce

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
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REIVINDICACIONES

1.- Cepa de microorganismos para la produccion de sustancias o proteinas de bajo peso molecular que contienen
en su genoma una mutaciéon en un gen, que provoca una auxotrofia de la cepa, asi como un plasmido de
produccion que codifica al menos una enzima para la produccién de una sustancia de bajo peso molecular o al
menos una proteina recombinante, asi como una copia funcional del gen, cuya desactivacién cromosémica
provoca la auxotrofia, caracterizada por que, en el caso de la auxotrofia, se trata de una auxotrofia no alimentable
y se trata del gen pyrH con la la SEQ ID n? 1 o de un gen homélogo a pyrH, debiéndose entender por una auxotrofia
no alimentable el hecho de que la auxotrofia reduzca el crecimiento de células de microorganismo o provoque la
muerte de células de microorganismo, y no sea suplementable mediante adicion de productos previos, intermedios
y/o finales especificos del metabolismo en el medio de crecimiento, y tratdndose, en el caso de genes homdlogos
a pyrH, de genes que codifican para una proteina con actividad de PyrH y presentan una identidad de secuencia
mayor que 30 % respecto a SEQ ID n®. 1.

2.- Cepa de microorganismos segun la reivindicacion 1, caracterizada por que la mutacion del gen, que provoca
la auxotrofia alimentable de la cepa, conduce a la desactivacion de este gen.

3.- Cepa de microorganismos segun una de las reivindicaciones 1 o0 2, caracterizada por que la mutacién del gen
que provoca la auxotrofia no alimentable de la cepa conduce a la desactivacion de la actividad del producto génico
codificado a través del gen.

4.- Procedimiento para la produccion de una cepa segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que
en una cepa de microorganismos, que posee el gen pyrH o un gen homélogo a pyrH, se introduce un plasmido
sensible a la temperatura, que posee una copia funcional del gen pyrH o su gen homélogo, que se debe mutar o
eliminar, a continuacion se muta el genoma de la cepa de modo que la cepa en el gen pyrH o el gen homdlogo a
pyrH presenta una mutacion que conduce a una auxotrofia no alimentable en la cepa, y en esta cepa se sustituye
a continuacion el plasmido sensible a la temperatura por un plasmido de produccién a temperatura no permisiva,
conteniendo el plasmido de produccion al menos un gen que codifica una enzima para la produccion de una
sustancia de bajo peso molecular o al menos una proteina recombinante, asi como una copia funcional del gen
pyrH, tratandose, en el caso de genes homélogos a pyrH, de genes que codifican para una proteina con actividad
de PyrH y presentan una identidad de secuencia mayor que 30 % respecto a SEQ ID n®. 1.

5.- Procedimiento segun la reivindicacion 4, caracterizado por que el plasmido sensible a la temperatura presenta
un origen de replicacion sensible a la temperatura.

6.- Procedimiento segun la reivindicacion 5, caracterizado por que las células, inmediatamente tras la
transformacion con el plasmido de produccién, se exponen a un choque térmico a 47-55°C durante 30-90 min, y a
continuacion se efectia la incubacion ulterior a la temperatura no permisiva de 37-45°C.

7.- Procedimiento para la produccién de sustancias o proteinas de bajo peso molecular por medio de una cepa de
microorganismos en un medio de fermentacién, que estd caracterizado por que se emplea una cepa de
microorganismos segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 3 y se utiliza un medio de fermentacion exento de
antibioticos.
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Fig. 1: pKD46
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Fig. 2: pAF-ts-pyrH
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Fig. 3: pAF-ts-plsC
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Fig. 4: pMT1
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Fig. 5: pcysEX-GAPDH-ORF306 tetR
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Fig. 6: pCGT tetR
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Fig. 7: pFab-anti-lisozima_tetR
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Fig. 8: pcysEX-GAPDH-ORF306 pyrHl1 tetR
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Fig. 9: pCGT pyrHl tetR
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Fig. 10: pFab-anti-lisozima pyrHl tetR
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Fig. 11: pcysEX-GAPDH-ORF306_plsCl tetR
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Fig. 12: pCGT plsCl_tetR
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Fig. 13: pEab-anti-liscozima plsCl tetR
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Fig. 14: pcysEX-GAPDH-ORF306_ pyrH
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Fig. 15: pCGT_pyrH
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Fig. 16: pFab-anti-lisozima pyrH
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Fig. 17: pcysEX-GAPDH-ORF306 plsC
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Fig. 18: pCGT_plsC
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Fig. 19; pFab-anti-lisozima plsC
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