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DESCRIPCION

Meétodo de secrecién y de produccion de proteinas.
Antecedentes de la invencion

La presente invencidn se refiere a un método para producir eficientemente una proteina heteréloga por produccién
secretora.

Previamente se ha informado sobre una cantidad de métodos para la produccién secretora de proteinas heterélogas,
tales como los descritos en la revisidn sobre la produccién secretora de una proteina heteréloga por parte de una
bacteria perteneciente al género Bacillus [Microbial. Rev., 57, 109-137 (1993)], en la revisién sobre la produccién
secretora de una proteina heteréloga por parte de la levadura metilotréfica Pichia pastoris [Biotechnol., 11, 905-910
(1993)], y en el informe sobre la produccién industrial de proteinas heterélogas por parte del moho perteneciente al
género Aspergillus [Biotechnol., 6, 1419-1422 (1988); Biotechnol., 9, 976-981 (1991)].

La transglutaminasa producida por la produccién secretora de acuerdo con una realizacién de la presente invencién
es una enzima que cataliza la reaccidn de transferencia de acilos de los grupos y-carboxilamida de la cadena peptidica
de la proteina. Cuando la enzima se hace reaccionar con una proteina, puede ocurrir la formacién del enlace cruzado
&-(y-Glu)-Lys y el reemplazo de Gln con Glu por desamidacion. La transglutaminasa se ha utilizado para fabricar
productos alimenticios gelificados tales como jaleas, yogur, queso o cosméticos gelificados y otros, y para mejorar la
calidad de carnes y similares (Publicacién japonesa de solicitud examinada Nim. 1-50382). Ademds, la transgluta-
minasa es una enzima que tiene una gran utilidad industrial dado que ha sido utilizada para fabricar materiales para
microcdpsulas termoestables, vehiculos para enzimas inmovilizadas, etc.

Las transglutaminasas obtenidas a partir de animales y de microorganismos (transglutaminasa microbiana: deno-
minada de aqui en mas “MTG”) se han conocido con anterioridad. La primera es una enzima dependiente del ion
calcio que estd distribuida en 6rganos de animales, piel, sangre, etc. Los ejemplos incluyen transglutaminasa hepdtica
de cobayo (K. Ikura et al. Biochemistry 27, 2898 (1988)), transglutaminasa de queratinocitos epidérmicos humanos
(M. A. Phillips et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 9333 (1990)), factor XIII de coagulacién sanguinea humano (A.
Ichinose et al. Biochemistry 25, 6900 (1990)) y otros.

En cuanto a la segunda, se han descubierto transglutaminasas independientes del calcio de bacterias pertenecientes
al género Streptoverticillium, que incluyen, por ejemplo, Streptoverticillium griseocarneum IFO 12776, Streptover-
ticillium cinnamoneum sub-especie cinnamoneum (de aqui en mas puede abreviarse S. cinnamoneum) IFO 12852,
Streptoverticillium mobaraense (de aqui en mds puede abreviarse S. mobaraense) IFO 13819 y otras (Publicacion de
Solicitud de Patente japonesa no examinada (JP-Kokai Nim. 64-27471)). El mapeo peptidico y el anélisis estructural
de los genes reveld que la estructura principal de la transglutaminasa producida por estos microorganismos no compar-
ti6 homologia alguna con las transglutaminasas de origen animal (Publicacién de Solicitud de Patente europea Nim.
0481504 Al).

Dado que las transglutaminasas obtenidas a partir de microorganismos (MTG) se producen a través de la purifica-
cién de los cultivos de microorganismos tales como los descritos con anterioridad, han existido problemas en términos
de cantidad, eficiencia y similares. También se ha intentado la produccién de transglutaminasa utilizando procedi-
mientos de manipulacién genética. Las proteinas transglutaminasas y sus genes han sido informados, por ejemplo,
en Biosci. Biotechnol. Biochem., 58, 82-87 (1994), Biosci. Biotechnol. Biochem, 58, 88-92 (1994), Biochimie, 80,
313-319 (1998), Eur. J. Biochem., 257, 570-576 (1998), WO 96/06931, WO 96/22366, etc., que reportan la expresion
y produccién de transglutaminasa en sistemas de hospedante-vector tales como Streptomyces lividans, Aspergillus
oryzae 'y Escherichia coli. Ademads de esta informacidn, se ha informado un método en el que se produce una transglu-
taminasa por produccién secretora en microorganismos tales como E. coli y levadura (JP-Kokai Num. 5-199.883) y
se ha informado un método en el que se produce MGT activa expresando MTG como una proteina fusionada inactiva
en un cuerpo de inclusién dentro de E. coli y solubilizando posteriormente el cuerpo de inclusién empleando agentes
desnaturalizantes de proteinas y reconstituyéndolo después por eliminacién de los agentes desnaturalizantes (JP-Kokai
No. 6-30771). Sin embargo, se ha evidenciado el problema de que el nivel de expresion es significativamente bajo en
la produccién secretora de microorganismos tales como E. coli o levaduras.

Por otra parte, existen ejemplos de estudios previos para la produccién secretora eficiente de proteinas heterdlo-
gas utilizando una bacteria corineforme, que incluyen la secrecién de nucleasas y lipasas [US4965197, J. Bacteriol.,
174, 1854-1861 (1992)] y la secrecidn de proteasas tales como subtilisina [Appl. Environ. Microbiol., 61, 1610-1613
(1995)] por parte de Corynebacterium glutamicum (de aqui en mas puede abreviarse C. glutamicum), un estudio sobre
la secrecién de proteinas de superficie celular de una bacteria corineforme [Solicitud de Patente Internacional publi-
cada en Jap6n No. 6-502.548], la secrecién de una proteina de unién a fibronectina que utiliza este estudio [Appl.
Environ. Microbiol., 63, 4392-4400 (1997)], un informe en el que se aument6 la secrecion de proteinas utilizando una
maquinaria secretora mutada [JP-Kokai Num. 11-169182], etc., pero ha habido una cantidad limitada de informes so-
bre proteinas limitadas. A la luz de la cantidad acumulada de proteinas, se describe en Appl. Environ. Microbiol., 61,
1610-1613 (1995) que se acumularon aproximadamente 2,5 mg/ml de proteina por expresion del gen de la proteasa
alcalina de Dichelobacter nodosus en C. glutamicum utilizando un promotor del gen (aprE) de subtilisina de Baci-
llus subtilis, un sitio de unién al ribosoma y la secuencia de un péptido sefial, pero en US4965197, JP-Kokai No. 6-
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502548 y JP-Kokai No. 11-169182 no se describen especificamente los valores de la cantidad de proteinas secretadas
y acumuladas. Ademds, en el caso de la proteina de unién a fibronectina [Appl. Environ. Microbiol., 63, 4392-4400
(1997)], s6lo se confirma la acumulacién secretora de la proteina de aproximadamente 2,5 ug/l. Por lo tanto, no ha
habido informes de que pudieran acumularse eficientemente proteinas heterélogas en el medio a un nivel prictico.

Ademds, se ha desarrollado una tecnologia de ingenieria genética para una bacteria corineforme en el sistema que
utiliza plasmido y fago, tal como el establecimiento de la transformacién por protoplasto [J. Bacteriol., 159, 306-311
(1984); J. Bacteriol., 161, 463-467 (1985)], el desarrollo de un tipo diferente de vectores [Agric. Biol. Chem., 48,
2901-2903 (1984); J. Bacteriol., 159, 306-311 (1984); J. Gen. Microbiol., 130, 2237-2246 (1984); Gene, 47, 301-
306 (1986); Appl. Microbiol. Biotechnol., 31, 65-69 (1989)], el desarrollo del método de regulacion de la expresion
genética [Bio/Technology, 6, 428-430 (1998)] y el desarrollo de un césmido [Gene, 39, 281-286 (1985)]. Ademas,
existen informes sobre la clonacién de genes de una bacteria corineforme [Nucleic Acids Res., 14, 10113-1011 (1986);
J. Bacteriol., 167, 695-702 (1986); Nucleic Acids Res., 15, 10598 (1987); Nucleic Acids Res., 15,3922 (1987); Nucleic
Acids Res., 16, 9859 (1988); Agric. Biol. Chem., 52, 525-531 (1988); Mol. Microbiol., 2, 63-72 (1988); Mol. Gen.
Genet., 218, 330-339 (1989); Gene, 77, 237-251 (1989)].

Ademds, se ha informado un elemento transposable obtenido a partir de una bacteria corineforme [WO 93/18.151;
Ep 0.445.385; JP-Kokai No. 6-46.867; Mol. Microbiol., 11, 739-746 (1994); Mol. Microbiol., 14, 571-581 (1994);
Mol. Gen. Genet., 245, 397-405 (1994); FEMS Microbiol. Lett., 126, 1-6 (1995); JP-Kokai No. 7-107976].

El elemento transposable es un fragmento de ADN que puede transposarse sobre el cromosoma y que es conocido
por estar presente en una amplia variedad de organismos que oscilan de procariotas a eucariotas. Se han desarrollado
transposones que utilizan elementos transposables [WO 93/18.151; JP-Kokai No. 7-107.976; Mol. Gen. Genet., 245,
397-405 (1994); JP-Kokai No. 9-70.291] y un gen heterélogo se ha vuelto capaz de ser expresado utilizando un
transposon.

Compendio de la invenciéon

El objetivo de la presente invencién es proporcionar un método para la produccién de una proteina heterdloga,
haciendo que una bacteria corineforme produzca una proteina heter6loga industrialmente ttil, por ejemplo transgluta-
minasa, y segregue en forma eficiente el producto extracelularmente (es decir, produccién secretora).

Los inventores de las presentes invenciones hallaron un mutante que tenia una capacidad de produccion extraordi-
nariamente superior en cuanto a la produccion de proteinas heterélogas empleando bacterias corineformes, en compa-
racién con la Corynebacterium glutamicum ATCC13869 de tipo salvaje, lo que derivé en las presentes invenciones.

Por consiguiente, la presente invencién es un método para producir proteinas heterélogas caracterizado porque una
proteina de fusion es producida y secretada (producida por secrecion) por una bacteria corineforme mutante que tiene
la capacidad de secretar la proteina heteréloga, que esta conectada al lado 3’ del péptido sefial de una bacteria corinefor-
me, al menos en una cantidad de dos veces la obtenida con Corynebacterium glutamicum ATCC13869 de tipo salvaje.

Mis especificamente, la invencion es un método para obtener una gran cantidad de una proteina heteréloga buscada,
por ejemplo transglutaminasa, por introduccién de una construccién de expresién genética en una bacteria corinefor-
me, el cultivo de la bacteria corineforme asi transformada, la secrecion eficiente de la proteina resultante extracelular-
mente y la recuperacion de la proteina liberada, en el que la construccion de expresion genética contiene una secuencia
genética que codifica una proteina buscada que estd ligada al lado 3° de una secuencia que codifica el péptido sefial
obtenido a partir de una bacteria corineforme, especialmente el péptido sefial de una proteina de superficie celular.

Mais especificamente, la presente invencién es un método para producir una proteina heteréloga que comprende
cultivar una bacteria corineforme que tiene una construccién de expresion genética en la que una secuencia de dcido
nucleico que codifica una regién de péptido sefial, que funciona en una bacteria corineforme y que puede obtenerse a
partir de una bacteria corineforme, estd conectada al lado 3’ de una secuencia promotora que funciona en una bacteria
corineforme y una secuencia de 4cido nucleico que codifica una proteina heter6loga esta conectada al lado 3’ de dicha
secuencia de dcido nucleico que codifica dicha region de péptido sefial, siendo dicha bacteria corineforme Coryne-
bacterium glutamicum AJ12036 (FERM BP-734) o una mutante que se puede obtener a partir de AJ12036 (FERM
BP-734) que tiene la capacidad de secretar la proteina heteréloga en al menos el doble de la cantidad secretada por
la Corynebacterium glutamicum ATCC13869 de tipo salvaje, permitiendo que dicha bacteria corineforme produzca
dicha proteina heteréloga, y recuperar dicha proteina heteréloga producida.

Como se utiliza en la presente memoria, “la secrecion” de una proteina o péptido se refiere al transporte de la
proteina o molécula peptidica fuera de la célula bacteriana (transporte extracelular), que incluye el caso en el que la
proteina o molécula peptidica finalmente existe en forma completamente libre en el medio asi como el caso en el que
sOlo parte de la proteina o molécula peptidica estd presente fuera de la célula y el caso en el que estdn localizadas
sobre la superficie de la célula.

Descripcion de las realizaciones preferidas

De acuerdo con el método de la invencion, se utiliza una bacteria corineforme como sistema hospedante-vector,
y puede obtenerse una gran cantidad de una proteina de interés secretada extracelularmente generando una construc-
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cioén de expresion en la que el gen que codifica la proteina de interés estd ligado al lado 3° del péptido sefial de la
proteina de superficie celular de la bacteria corineforme, introduciendo la construccién en una bacteria corineforme y
expresandola.

Las proteinas que pueden producirse por secrecién por el método de la presente invencidn incluyen enzimas,
protefnas fisiolégicamente activas y péptidos que son industrialmente utiles. La transglutaminasa, que es producida
por secrecién en una realizacién de la presente invencidn, es ampliamente utilizada en el procesamiento de alimentos,
la fabricacion de productos farmacéuticos y similares.

Se sabe en general que una proteina secretora es traducida como un pre-péptido o pre-propéptido y, de ahi en
adelante, se transforma en una proteina madura. Es decir que, en general, se sabe que es traducida como un pre-
péptido o pre-propéptido, después el péptido sefial (‘“una pre-parte”) se escinde, convirtiéndose asi en un péptido o
propéptido maduro por escisidn posterior de la pro-parte con una proteasa. Como se utiliza en la presente memoria,
“una secuencia sefial” se refiere a la secuencia que estd localizada en el extremo N-terminal de un precursor de una
proteina secretora y que no estd presente en una proteina madura natural, y un “péptido sefial” se refiere al péptido
que se escinde de tal precursor de proteina. En general, una secuencia sefial es escindida, acoplando la secrecién
extracelular, por una proteasa (denominada en general sefial-peptidasa). Aunque un péptido sefial tal comparte ciertas
caracteristicas comunes en la secuencia entre especies, un péptido sefial que tiene funcién secretora en una especie no
tiene necesariamente la misma funcidn secretora en otra especie.

Como se utiliza en la presente memoria, una proteina que contiene tanto un péptido sefial como una pro-parte, o
sea un producto traduccional primario, puede denominarse “pre-proteina”, y una proteina que no contiene un péptido
sefial pero que contiene una pro-parte, puede denominarse “pro-proteina”. Una pro-parte de una pro-proteina puede
denominarse “una parte de una pro-estructura” o “una pro-estructura”. “Una parte de una pro-estructura/pro-estruc-
tura” de una proteina puede utilizarse en la presente indistintamente con “una pro-parte” de una proteina. El péptido
seflal en una pre-proproteina o pre-proteina puede obtenerse a partir de la proteina diferente o puede ser un péptido
sefial natural en la proteina buscada y, preferiblemente, proviene de una proteina secretora del hospedante a utilizar.
Alternativamente, puede modificarse para que tenga el codén 6ptimo, dependiendo del uso de codones del huésped a
utilizar.

Ademds, el péptido sefial que puede utilizarse para el propésito de la invencién puede contener una parte de la
secuencia de aminoacidos N-terminal de una proteina madura natural a partir de la que se obtiene el péptido sefial.
Una pre-proproteina puede especialmente denominarse “pre-proproteina fusionada heterélogamente” cuando el pép-
tido sefial proviene de la proteina diferente. Por ejemplo, cuando una proteina es transglutaminasa, se denominan
“preprotransglutaminasa”, “protransglutaminasa” y “preprotransglutaminasa fusionada heterélogamente”, respectiva-
mente. Una proteina en la que “la pro-parte es escindida” se refiere a una proteina en la que al menos uno o mas
aminodcidos que constituyen su pro-parte son eliminados por ruptura del enlace peptidico, que incluye una proteina
que tiene el aminodcido N-terminal idéntico a la proteina natural y también incluye una proteina que tiene uno o mas
aminodcidos extra en el extremo N-terminal provenientes de la pro-parte en comparacion con la proteina natural, y una
proteina que tiene una secuencia de aminoacidos mas corta que la de una proteina madura natural, con la condicién de
que la proteina tenga la actividad de la proteina buscada.

Como se describe en los “Antecedentes de la Invencion”, se ha presentado una cantidad limitada de informes en
los que se ha logrado la produccién secretora extracelular de una proteina heter6loga usando una bacteria corineforme
y el método de produccién secretora no ha sido técnicamente establecido. Tampoco se ha informado de una bacteria
corineforme que secrete extracelularmente por si misma una proteina tal como una proteasa. Los ejemplos conocidos
son la ADNasa endégena [US4.965197] y el hecho de que la proteina de superficie celular utilizada en la presente
invencidn caiga de la superficie celular para ser hallada fuera de la célula [JP-Kokai No. 6-502548]. Sin embargo,
tampoco se ha informado sobre ningin péptido sefial involucrado en la secrecién de una proteina de una bacteria
corineforme, excepto por las proteinas de superficie celular. A la fecha, las tinicas proteinas de superficie celular
conocidas son los Genes para PS1 y PS2, las proteinas de superficie celular de Corynebacterium glutamicum [JP-
Kokai No. 6-502548], y el gen para SIpA, la proteina de superficie celular de Corynebacterium ammoniagenes (que
de aqui en mas puede abreviarse como C. ammoniagenes) [JP-Kokai No. 10-108675]. Entre estas proteinas, PS1 y
SIpA comparten cierta homologia (aproximadamente 30%), pero casi no se ha hall6 homologia entre otras y, ademds,
no se hall6 homologfa entre los dominios de la secuencia sefial. Como ejemplos de secuencias sefiales, se muestran
las secuencias sefiales de PS1 y PS2 de Corynebacterium glutamicum en SEQ ID No: 1 y SEQ ID No: 2, y se muestra
la secuencia sefial de SIpA de Corynebacterium ammoniagenes en SEQ ID No: 3.

Por lo tanto, los inventores clonaron el gen de la proteina PS2 de C. glutamicum (antes, Brevibacterium lactofer-
mentum), cepa ATCC13869, y determinaron la secuencia. Se descubrié que no habia diferencias en el dominio de la
secuencia sefial respecto de la secuencia conocida de C. glutamicum, pero que habia dos aminodcidos diferentes en la
secuencia hasta el residuo de amino4cido treinta y ocho N-terminal de la proteina de superficie celular madura (Asn en
lugar del residuo Thr en la posicién 40 y Glu en lugar del residuo Gly en la posicién 55 en la secuencia de aminodcidos,
como se muestra en SEQ ID No: 5). La secuencia nucleotidica que codifica sesenta y ocho residuos que comprenden
treinta residuos de aminodcidos del péptido sefial y treinta y ocho residuos de aminodcidos del extremo N-terminal de
la proteina de superficie celular madura y su region de corriente arriba 5° que contiene la region promotora, se muestra
en SEQ ID No: 4 y la secuencia de aminodcidos se muestra en SEQ ID No: 5.
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Después, los inventores examinaron la secrecién de una proteina heteréloga utilizando la regién que contiene la
regién promotora o la region del péptido senal de la proteina de superficie celular para determinar si puede lograrse la
produccion secretora extracelular de una gran cantidad de la proteina heter6loga en una bacteria corineforme.

Dado que un gen de transglutaminasa de un actinomiceto tiene un alto contenido de GC y que el gen de una bacteria
corineforme tiene un contenido de GC similar al del gen de actinomicetos, y que también tienen un uso de codones
estrechamente similar, existe la ventaja de que puede utilizarse directamente el gen de actinomicetos. Por lo tanto,
los inventores investigaron si un gen de transglutaminasa puede utilizarse directamente o no, y descubrieron que el
péptido sefial de transglutaminasa de actinomicetos no funcioné con éxito en una bacteria corineforme. Sin embargo,
se revela que el gen de transglutaminasa que codifica la proteina madura que contiene la parte de pro-estructura de
actinomicetos fusionada con el péptido sefial de la proteina de superficie celular de una bacteria corineforme funcioné
en forma efectiva sin modificacién alguna y que se secretd eficientemente fuera de la célula como proproteina que
contiene la parte de pro-estructura. Cuando se utiliz6 el gen para transglutaminasa con la parte de pro-estructura que
ademds comprende treinta residuos de aminodacidos de la proteina de superficie celular y treinta y ocho residuos del
dominio N-terminal de la proteina de superficie celular madura, es decir, el gen para transglutaminasa fusionado con
el dominio N-terminal de la proteina de superficie celular madura, se observé un aumento adicional de la eficiencia de
la secrecion extracelular de transglutaminasa.

Como se utiliza en la presente memoria, una bacteria corineforme es un bacilo Gram positivo aerébico, que incluye
bacterias que fueron previamente clasificadas como Brevibacterium pero que actualmente se unificaron como Coryne-
bacterium (Int. J. Syst. Bacteriol., 41, 255 (1981)), que incluye Brevibacterium que estd estrechamente relacionada con
Corynebacterium. El uso de Corynebacterium es ventajoso dado que secreta intrinsecamente muchas menos proteinas
fuera de la célula en comparacién con los mohos, levaduras o bacterias pertenecientes a Bacillus que han sido ante-
riormente reconocidas como apropiadas para llevar a cabo la secrecion de una proteina heter6loga, que permite que el
proceso de purificacién del producto sea facil y mas breve cuando se realiza la produccion secretora de una proteina
heter6loga, y dado que es excelente en términos de costo de medio, del procedimiento de cultivo y del rendimiento,
ya que crece adecuadamente en un medio de cultivo simple tal como los compuestos por amoniaco, sales inorganicas
y similares.

Los ejemplos de Corynebacterium que pueden utilizarse como bacteria hospedante en la presente invencién son las
mutantes que tienen la capacidad de secretar una proteina heter6loga en al menos el doble de la cantidad secretada por
la Corynebacterium glutamicum de tipo salvaje. Estas mutantes pueden obtenerse a partir de cepas de tipo salvaje que
incluyen Brevibacterium saccharolyticum ATCC14066, Brevibacterium immariophilum ATCC14068, Brevibacterium
lactofermentum (Corynebacterium glutamicum) ATCC13869, Brevibacterium roseum ATCCI13825, Brevibacterium
flavum (Corynebacterium glutamicum) ATCC14067, Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870, Corynebacte-
rium glutamicum ATCC13032, Corynebacterium lilium (Corynebacterium glutamicum) ATCC15990, Brevibacterium
ammoniagenes (Corynebacterium ammoniagenes) ATCC6871 o a partir de sus mutantes. Las mutantes de la presen-
te invencién incluyen cepas mutantes defectuosas en su capacidad para producir glutamato, cepas mutantes para la
produccion de aminoécidos tales como lisina y similares, y cepas mutantes para producir otras sustancias tales como
dcidos nucleicos, por ejemplo inosina. Las mutantes de la presente invencién pueden obtenerse seleccionando las ce-
pas que tengan capacidad aumentada de produccion secretora de proteinas después de ser irradiadas con rayos UV o
tratando las bacterias con un mutdgeno quimico tal como N-metil-N’-nitrosoguanidina.

En particular, Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum) AJ12036 (FERM BP-734) (Originalmente deposi-
tada el 26 de marzo de 1984) (Actualmente, Agencia Administrativa Independiente, Instituto Nacional de Ciencia
y Tecnologia Industrial Avanzada, Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566,
Japdn) tiene una capacidad de produccion secretora de proteinas heterdlogas de al menos el doble a triple de la
cantidad secretada por la cepa progenitora (cepa de tipo salvaje) en condiciones de cultivo 6ptimas, medida como
cantidad de acumulacién, que puede deberse a la mutacién en genes funcionales responsables de la secrecion de
proteinas. Asi, esta cepa es adecuada como hospedante. Ademds, es particularmente preferible utilizar una cepa que
se obtenga a partir de una mutante tal y que se modifique de tal manera que no produzca proteinas de superficie
celular, dado que la purificacién de proteinas heterélogas secretadas se tornaria mds facil. Tales modificaciones pue-
den realizarse introduciendo una mutacion en las regiones que codifican las proteinas de superficie celular, o sus
regiones de control de la expresion existentes en el genoma, por mutagénesis o utilizando técnicas de recombinacién
genética.

En general, la construccién genética que puede utilizarse en la presente invencién incluye un promotor, una se-
cuencia que codifica un péptido sefial apropiado y una fraccién de 4cido nucleico que codifica una proteina buscada,
y una secuencia regulatoria (un operador o terminador) necesaria para expresar el gen para la proteina buscada en
una bacteria corineforme, en una posicion apropiada para que puedan funcionar. La proteina buscada puede tener una
parte de pro-estructura en el extremo N-terminal. Los vectores que pueden utilizarse para esta construccién no estdn
particularmente limitados e incluyen cualquier vector que pueda funcionar en una bacteria corineforme, y pueden ser
aquellos que se multiplican en forma auténoma tales como los pldsmidos o vectores que estdn integrados en el cro-
mosoma de la bacteria. Se prefieren particularmente los pldsmidos que se obtienen a partir de bacterias corineformes.
Estos incluyen, por ejemplo, pHM1519 (Agric. Biol. Chem., 48, 2901-2903 (1984)), pAM330 (Agric. Biol. Chem.,
48, 2901-2903 (1984)), y plasmidos obtenidos por modificacién de los mencionados que poseen genes resistentes a
farmacos.
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También pueden utilizarse transposones artificiales y similares. Cuando se utiliza un transposén, el gen buscado se
introduce en el cromosoma a través de recombinacién homdloga o por su propia capacidad de transposicion.

Los promotores que pueden utilizarse en la invencion no estdn particularmente limitados. En general, puede uti-
lizarse cualquier promotor que pueda funcionar en la célula de una bacteria corineforme. También puede ser un pro-
motor obtenido a partir de una especie diferente, por ejemplo un promotor obtenido a partir de E. coli, tal como
un promotor tac, etc. Entre estos promotores, es mas preferible un promotor potente, que incluye un promotor tac,
etc.

Los ejemplos de promotores obtenidos a partir de una bacteria corineforme incluyen promotores de los genes de
las proteinas PS1, PS2 y SIpA de superficie celular, promotores de los genes de sistemas biosintéticos de diferentes
aminodcidos, por ejemplo el gen de la glutamato deshidrogenasa en el sistema biosintético del dcido glutdmico, el gen
la de glutamina sintetasa en el sistema sintético de glutamina, el gen de la aspartoquinasa en el sistema biosintético
de lisina, el gen de la homoserina deshidrogenasa en el sistema biosintético de treonina, el gen de la acetohidroxilato
sintasa en el sistema biosintético de isoleucina y valina, el gen de la 2-isopropilmalato sintasa, el gen de la fosforribosil-
ATP pirofosforilasa en la sintesis biosintética de histidina, el gen de la dcido desoxiarabinohepturénico fosfato (DAHP)
sintasa en el sistema biosintético de aminodcidos aromaticos tales como triptofano, tirosina y fenilalanina, etc., el gen
de la fosforribosil pirofosfato (PRPP) amidotransferasa, el gen de la inosinato deshidrogenasa y el gen de la guanilato
sintasa en el sistema biosintético de los dcidos nucleicos, tales como inosinato y guanilato.

El péptido sefial que se utiliza en la presente invencion es el péptido sefial de una proteina secretora del hospedante,
la bacteria Corineforme y, preferiblemente, es el péptido sefial de una proteina de superficie celular de una bacteria
Corineforme. Las proteinas de superficie celular incluyen PS1y PS2 obtenidas a partir de C. glutamicum (JP-Kokai No.
6-502548) y SIpA obtenida a partir de C. Ammoniagenes (JP-Kokai No. 10-108675). La secuencia de aminoécidos de
PS1 se muestra en SEQ ID No: 2, la secuencia de aminoacidos de PS2 en SEQ ID No: 1 y la secuencia de aminoacidos
de SIpA se muestra en SEQ ID No: 3. Ademds, se informa que la ADNasa de una bacteria corineforme también tenia
un péptido sefial, como se describe en la Patente de los Estados Unidos No. 4.965.197, que también puede utilizarse
en la presente invencion.

Puede conectarse al péptido sefial una porcién de la secuencia de amino4cidos N-terminal de la proteina secretora
a partir de la que se obtiene el péptido sefial. La secuencia sefial es escindida por una sefial-peptidasa mientras el
producto traducido es secretado extracelularmente. Ademads, el gen que codifica el péptido sefal puede utilizarse ya
sea en forma nativa o en una forma modificada que contiene los codones éptimos, dependiendo del uso de codones en
el hospedante a utilizar.

Cuando se utilizan estos péptidos seiial, los genes que codifican proteinas buscadas se conectan al extremo 3’-
terminal de los genes que codifican los péptidos sefial y se ubican de modo tal que son sometidos a regulacién de
expresiones por los promotores descritos con anterioridad.

Esencialmente, las proteinas ttiles que pueden producirse por secrecién de acuerdo con la presente invencién
incluyen, pero sin limitacién, todas las proteinas secretoras obtenidas a partir de animales, plantas y microorganis-
mos. Por ejemplo, proteinas tales como una proteasa, una exopeptidasa, una aminopeptidasa, una carboxipeptidasa,
una colagenasa y una quitinasa, pueden producirse por secrecion de acuerdo con la presente invencion. Preferible-
mente, las proteinas que se preparan por produccioén secretora de acuerdo con la presente invencién son proteinas
secretoras naturales, mds preferiblemente proteinas que tienen partes de pro-estructura adicionales. Se prefiere par-
ticularmente la transglutaminasa como proteina ttil preparada por produccion secretora de acuerdo con la presente
invencién. Como genes de transglutaminasa, pueden utilizarse, por ejemplo, genes para una transglutaminasa de tipo
de secrecion obtenidos a partir de actinomicetos, por ejemplo S. mobaraense IFO 13819, S. cinnamoneum IFO 12852,
Streptoverticillium griseocarneum IFO 12776, Streptomyces lydicus [W0O9606931], etc., y mohos tales como Oomy-
ceted [W09622366], a los fines de la presente invencidn. Los genes que codifican estas proteinas pueden modificarse
dependiendo del tipo de hospedante a utilizar y para lograr la actividad deseada, y pueden comprender la adicion,
supresion, reemplazo de uno o mds residuos de aminodcidos, y opcionalmente pueden convertirse para contener el
codén 6ptimo dependiendo de la frecuencia del uso de codones en el hospedante.

Cuando la proteina producida por produccidn secretora de acuerdo con la presente invencion es la proteina natu-
ralmente expresada como pro-propéptido, es preferible utilizar el fragmento del gen que codifica la proproteina que
contiene la parte de pro-estructura (pro-parte), aunque no es esencial. Cuando se utiliza el gen que codifica una pre-
proproteina, la pro-parte de la proteina obtenida como resultado de la expresién del gen puede ser escindida por medios
adecuados, por ejemplo por una proteasa. Para esto, pueden utilizarse aminopeptidasas, endopeptidasas que pueden
escindir en el sitio apropiado, o utilizarse proteasas mds especificas. Es preferible utilizar las proteasas que escinden la
proteina de un modo tal que la proteina escindida tiene una actividad equivalente o superior a la de la proteina natural.
Alternativamente, la secuencia del gen que codifica la proteina buscada o que codifica la parte de pro-estructura de la
proteina buscada también puede modificarse y disefiarse para expresar la proteina que tenga el sitio de reconocimiento
para una proteasa, especifico para la ubicacion deseada. Los procedimientos generales de biotecnologia molecular,
que incluyen tales técnicas de modificacién, técnicas de clonacion de genes y técnicas de deteccidn para las proteinas
producidas, son bien conocidos por aquellos con experiencia en la técnica y puede recurrirse como referencia a Sam-
brook et al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicién (1989) Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York, DNA Cloning: A Practical Approach, Volumen Iy (D. N. Glover ed. 1985), F.
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M. Ausubel et al. (Eds), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (1994), PCR Technology:
Principles and Application for DNA Amplification, H. Erlich, ed., Stockton Press, y etc.

La regién N-terminal de la proteina que puede finalmente obtenerse de acuerdo con la presente invencién no es
necesariamente idéntica a la de la proteina natural y, por lo tanto, uno a varios aminoacidos pueden afiadirse a, o
eliminarse de, la proteina natural. Cuando se utiliza una proteasa, es preferible que la proteina producida se escinda
en aproximadamente la misma posicidn que la proteina natural, en términos de su actividad y es mds preferible que
sea idéntica al péptido maduro de una proteina natural. Por lo tanto, son mds preferibles las proteasas especificas
que escinden el pro-péptido en una posicién tal que generan la misma proteina que la proteina madura original. Sin
embargo, para un propoésito particular, los péptidos que tienen secuencias mas extensas o mds cortas de residuos de
aminodcidos que consisten en uno a varios residuos en el extremo N-terminal, en comparacién con el extremo N-
terminal de la proteina natural, pueden poseer una actividad mas apropiada. Tales proteasas incluyen, por ejemplo,
Dispasa (disponible de Boehringer Manheim Co.) que puede estar comercialmente disponible y proteasas obtenidas
a partir del medio de cultivo de microorganismos, tales como, por ejemplo, el medio de cultivo de actinomicetos.
Tales proteasas pueden utilizarse en un estado no purificado u, opcionalmente, pueden utilizarse después de haber sido
purificadas hasta la pureza apropiada.

Otros ejemplos de proteasas adecuadas para eliminar la pro-parte de protransglutaminasas obtenidas a partir de
Streptomyces son SAMP45, una serina proteasa producida por Streptomyces albogriseolus (de aqui en mas puede
abreviarse S. albogriseolus). La secuencia del gen y la secuencia de aminoacidos de longitud completa codificada (1-
13: secuencia sefial, 32-76: pro-parte, 77-407: transglutaminasa madura) para la transglutaminasa de S. mobaraense
se muestra en SEQ ID: 6 y SEQ ID: 7, respectivamente. En el caso de la protransglutaminasa de S. mobaraense, dado
que SAMP45 escinde entre Ser’” y Phe” en la parte de pro-estructura, la proteina resultante tiene la estructura en la
que 4 aminodcidos adicionales (Phe-Arg-Ala-Pro, SEQ ID: 60) obtenidos a partir del extremo C-terminal de la pro-
parte, se unen al extremo N-terminal de la transglutaminasa madura natural. Los inventores confirmaron que tales
proteinas tienen actividad de transglutaminasa. La secuencia del gen SAMP45 ya ha sido determinada, y la secuencia
de aminodcido de la proteina con la parte de pro-estructura adicional (proSAMP45) también se muestra en SEQ ID
No: 8 (J. Bacteriol., 179, 430-438 (1997)).

Ademis, puede obtenerse transglutaminasa madura idéntica a la transglutaminasa natural utilizando la peptidasa
especifica de prolina producida por S. mobaraense (svPEP), que ha sido descubierta por los inventores, junto con
SAMP45, que da lugar a la eliminacién de los cuatros aminodcidos de Phe-Arg-Ala-Pro afiadidos al extremo N-
terminal.

Esta svPEP es una enzima que escinde especificamente los péptidos o los andlogos de péptidos representados por
la siguiente férmula (I) en el sitio indicado con * en la férmula, esto es, en el lado carboxilo terminal del tercer o
cuarto residuo de prolina del extremo N-terminal:

Y-Pro—x—-7 @

en la que Y representa un oligopéptido que consiste en dos o tres residuos de aminodcidos y Z representa un
aminodcido, péptido, amida o éster.

La secuencia nucleotidica del gen svPEP y la secuencia de aminodcidos completa codificada se muestran en SEQ
ID: 9 y SEQ ID: 10, respectivamente. Cuando se hace reaccionar svPEP sobre la protransglutaminasa junto con una
proteasa en forma de caldo de células de S. mobaraense o S. mobaraense, la parte de pro-estructura puede escindirse
completamente, dando lugar a la transglutaminasa madura a partir de la que se elimina completamente la parte de pro-
estructura. Alternativamente, la transglutaminasa madura de la que la parte de pro-estructura se elimina completamente
puede obtenerse en forma similar cultivando una bacteria corineforme donde se introducen el gen pre-pro svPEP junto
con un gen de proteasa dentro de una bacteria corineforme que libera extracelularmente una protransglutaminasa por
produccion secretora. Ademads, una transglutaminasa madura que tiene la misma estructura que la de una forma natural
puede producirse eficientemente introduciendo, en forma similar, ambos genes SAMP45 y svPEP en una bacteria
corineforme a la que se ha introducido un gen de pre-protransglutaminasa, y permitiendo que la bacteria produzca por
secrecion protransglutaminasa y SAMA45 asi como svPEP extracelularmente o en la superficie de las células.

El método para introducir las construcciones genéticas que pueden utilizarse en la presente invencién en una bac-
teria corineforme no se limita a métodos particulares, y los métodos generalmente utilizados incluyen, por ejemplo, el
método de los protoplastos (Gene, 39, 281-286 (1985)), el método de electroporacién (Bio/Technology, 7, 1067-1070)
(1989)), etc. La transformante resultante puede cultivarse de acuerdo con los métodos y condiciones convencionales.
Por ejemplo, la transformante puede cultivarse con un medio convencional que contiene fuentes de carbono, fuentes
de nitrégeno y fuentes inorgdnicas. Opcionalmente, pueden afiadirse al medio vestigios de nutrientes orgédnicos tales
como vitaminas y aminodcidos para lograr un crecimiento mayor.

Pueden utilizarse como fuentes de carbono, carbohidratos tales como glucosa y sacarosa, y pueden utilizarse dcidos
orgdnicos tales como dcido acético, alcoholes y otros. Pueden utilizarse como fuentes de nitrégeno, amoniaco gaseoso,
amoniaco acuoso, sales de amonio y otros. Como iones inorgdnicos, se utilizan opcionalmente, segliin sea necesario,
ion calcio, ion magnesio, ion fésforo, ion potasio, ion ferroso o férrico y otros. El cultivo puede realizarse durante
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aproximadamente 1 a 7 dias en condiciones aerdbicas en el intervalo apropiado de pH entre 5,0 y 8,5 y de temperatura
entre 15°C y 37°C. Cultivando la transformante en tales condiciones, se produce intracelularmente una gran cantidad
de una proteina buscada, y es eficientemente secretada extracelularmente. En general, se sabe que la transglutaminasa
es letal cuando se acumula en grandes cantidades en las células de microorganismos, pero, de acuerdo con la presente
invencidn, la transglutaminasa se produce en forma continua sin generar efectos letales, dado que la transglutaminasa
que se produce intracelularmente se libera extracelularmente.

Las proteinas que han sido secretadas en el medio de acuerdo con la presente invencién pueden aislarse y purificar-
se a partir de un medio de cultivo incubado de acuerdo con métodos bien conocidos por aquellos con experiencia en la
técnica. Por ejemplo, las proteinas pueden aislarse y purificarse eliminando las células del medio por centrifugacion,
etc., y empleando después métodos apropiados conocidos tales como salazén, precipitacion con etanol, ultrafiltra-
cion, cromatografia por filtracién en gel, cromatografia en columna por intercambio i6nico, cromatografia de afinidad,
cromatografia liquida de media o alta resolucién, cromatografia en fase reversa, cromatografia hidrofébica o sus com-
binaciones. Las proteinas secretadas en la superficie de las células de acuerdo con la presente invencién pueden aislarse
y purificarse usando métodos bien conocidos por aquellos con experiencia en la técnica, por ejemplo solubilizando las
mismas con concentraciones crecientes de sal o tensioactivos y utilizando después métodos similares a aquellos para
las proteinas secretadas en el medio. Ademds, en algunos casos las proteinas secretadas en la superficie de la célula
pueden utilizarse sin solubilizacién, por ejemplo como enzimas inmovilizadas.

Ejemplos

La presente invencion se ilustrard mediante los siguientes ejemplos, pero estos no deben considerarse una limita-
cion al alcance de la presente invencion.

Ejemplo 1
Expresion de prepro-transglutaminasa obtenida a partir de S. mobaraense IFO13819 en C. glutamicum ATCC13869
(1) Adgquisicion del gen de la transglutaminasa proveniente de S. mobaraense IFO13819

La secuencia del gen de la transglutaminasa obtenida a partir de la cepa DSMZ S. mobaraense ya ha sido determi-
nada [Eur. J. Biochem., 257, 570-576 (1998)]. Los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 11 y SEQ ID No: 12
se sintetizaron con referencia a la secuencia, y la regién que codifica la secuencia de la transglutaminasa madura se
amplificé utilizando el método de PCR con el ADN cromosémico de S. mobaraense IFO13819 preparado de acuerdo
con el procedimiento convencional (el método de Saito & Miura [Biochim., Biophys. Acta, 72, 619 (1963)]. Para la
reaccion por PCR, se utiliz6 ADN polimerasa Pyrobest (Takarashuzo Co. Ltd.) y las condiciones de reaccion siguieron
el protocolo recomendado por el fabricante.

(SEQ ID No: 11) 5’-GACTCCGACGACAGGGTCACCCCTCCCGCC-3’.
(SEQ ID No: 12) 5’-CGCTCACATCACGGCCAGCCCTGCTTTACC-3’.

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 11 y SEQ ID No: 12: cebador de PCR

Después, se generd la sonda de ADN efectuando la reaccién utilizando un fragmento de ADN de aproximadamen-
te 1,0 kb con [@-*P]dCTP y Kit de Marcacién de ADN con Cebador Aleatorio Version 2 (Takarashuzo Co. Ltd.) de
acuerdo con el protocolo adjunto al kit. Se confirmé que el gen de la transglutaminasa estaba presente en el fragmento
de aproximadamente 4 kb escindido con la enzima de restriccién Sac I por hibridacién con transferencia southern utili-
zando la sonda generada y el ADN cromosémico de S. mobaraense IFO13819 de acuerdo con el método convencional,
como se describe en Molecular Cloning 2da. edicién [J. Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, p9.31 (1989)]. Por consiguiente, el fragmento de aproximadamente 4 kb que se habia generado
por la digestiéon de Sacl del ADN cromosémico de S. mobaraense IFO13819 se recuper6 a través de electroforesis
en gel de agarosa utilizando EASYTRAP Version 2 (Takarashuzo Co. Ltd.) y se insert en el sitio Sac I de pUC18
(Takarashuzo Co. Ltd.) que se introdujo en células competentes de Escherichia coli IM109 (Takarashuzo Co. Ltd.)
para generar una biblioteca.

La cepa bacteriana que alberga el pldsmido en el que se clond el fragmento del gen de la transglutaminasa, se
obtuvo por exploracion de la biblioteca utilizando la sonda de ADN generada con anterioridad para la transglutaminasa
por hibridacién de colonias, como se describe en Molecular Cloning 2da. edicién [J. Sambrook, E. F. Fritsch y T.
Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, pl. 90 (1989)]. El plasmido se recuperd a partir de esta cepa y
se designé pUITG. Se determiné la secuencia del fragmento clonado en pUITG, lo que confirmé que el gen de la
transglutaminasa de S. mobaraense IFO13819 tenfa la misma secuencia nucleotidica que el de la transglutaminasa de
la cepa DSMZ de S. mobaraense.
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La determinacién de la secuencia nucleotidica revelé que el fragmento Sacl de aproximadamente 4 kb era el
fragmento de ADN incompleto del que se eliminé parcialmente la secuencia sefial (la pre-parte). Por consiguiente, se
intentaron la clonacién de la regién promotora y de la regién de la secuencia sefial completa. La clonacién se llevé a
cabo utilizando el Kit de clonacién por PCR in vitro TAKARA LA (Takarashuzo Co. Ltd.) y los cebadores sintetizados
que se muestran en SEQ ID No: 13 y SEQ ID No: 14 de acuerdo con el protocolo adjunto.

(SEQ ID No: 13) 5’-GTGACCCTGTCGTCGGAGTC-3’
(SEQ ID No: 14) 5’-GGCATCCTGTCGAGCGGCTC-3’

Texto libre de listado de secuencias

SEQ ID No: 13 y SEQ ID No: 14: cebadores de PCR para la regién promotora y la secuencia sefial de S. moba-
raense.

En consecuencia, cuando se utiliz6 un cebador de casete de Sall, se obtuvo el fragmento amplificado por PCR de
aproximadamente 800 pb y la secuenciacién del fragmento confirmé que el fragmento contenia la regién promotora
del gen de la transglutaminasa y la regién de la secuencia sefial. Por consiguiente, el fragmento amplificado por PCR
de aproximadamente 800 pb se insertd en el sitio Smal de pVC7 descrito en JP-Kokai No. 9-070291 para obtener
pVITGSS. Ademas, el plasmido pUITG se digirié con Sacl, el fragmento de aproximadamente 4 kb se recuperd por
electroforesis en agarosa, y el fragmento se insertd en el sitio Sacl de pVITGSS para construir un plasmido pVITGC
que contenia el gen de la transglutaminasa de longitud completa. La determinacién de la secuencia nucleotidica se
llevé a cabo utilizando el kit Dye Terminator Cycle Sequencing (PE Applied Biosystems) y el Secuenciador de ADN
373A (PE Applied Biosystems). La secuencia del gen de la preprotransglutaminasa se muestra en SEQ ID No: 6. Se
supuso que la secuencia N-terminal de 31 aminoécidos (No: 1-31) era la secuencia sefial (la pre-parte), la secuencia
N-terminal de 45 aminodcidos (No: 32-76) era la pro-parte y la secuencia N-terminal de 331 aminoacidos (No: 77-
407) era la transglutaminasa madura.

(2) Conversion de la region promotora del gen de la transglutaminasa

La secuencia del gen para PS2, que es una proteina de superficie de G. glutamicum, ya ha sido determinada [Mol.
Microbiol., 9, 97-109 (1993)]. Los cebadores que se muestran como SEQ ID No: 15 y SEQ ID No: 16 se sintetizaron
con referencia a esa secuencia, y la region que contiene el promotor ubicado en la region del lado 5° del codén de
iniciacidn del gen de la proteina PS2 se amplificé utilizando el método de PCR a partir del ADN cromosémico de C.
glutamicum ATCC13869 preparado de acuerdo con un método convencional.

(SEQ ID No: 15)

5’-AAATTCCTGTGAATTAGCTGATTTAG-3’

(SEQ ID No: 16)
5’-GAGCTCTCCGGCGTATGCGCATAGAGGCGAAGGCTCCTTGAATA-3’

Texto libre de listado de secuencias

SEQ ID No: 15y SEQ ID No: 16: cebadores de PCR

Por su parte, los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 12 y SEQ ID No: 17 se sintetizaron tomando como
base la secuencia del gen de la transglutaminasa determinada en el Ejemplo 1 (1), y la regién del gen de la prepro-
transglutaminasa se amplificé utilizando el método de PCR a partir de pUITG obtenido en el Ejemplo 1(1).

(SEQ ID No: 12) 5’-CGCTCACATCACGGCCAGCCCTGCTTTACC-3’

(SEQ ID No: 17) 5’-ATGCGCATACGCCGGAGAGCTCTCGTCTTC-3’

Texto libre de listado de secuencias

SEQ ID No: 12y 17: cebadores de PCR

Después, el gen de fusion de la transglutaminasa fusionado con la parte de pre-proestructura adicional, que se ligd
a la regién que comprende el promotor del gen de la proteina de superficie celular de C. glutamicum ATCC13869,
se amplificé llevando a cabo una PCR cruzada con SEQ ID No: 15 y SEQ ID No: 12 utilizando como moldes la
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mezcla de 1 ul de cada solucién de PCR de la region amplificada que comprende el promotor del gen PS2 de C.
glutamicum ATCC13869 y de la region del gen amplificado de pre-protransglutaminasa. El fragmento amplificado de
aproximadamente 1,8 kb se detect6 por electroforesis en gel de agarosa. Este fragmento se recuper6 a partir del gel de
agarosa con EASYTRAP Version 2 (Takarashuzo Co. Ltd.) y se insert6 en el sitio Smal de pVC7 segtin se describe
en JP-Kokai No. 9-070291 para obtener pVKPTGO. La secuencia nucleotidica del fragmento insertado se determind
de acuerdo con el método descrito con anterioridad y se confirmé que el gen de fusion se construy6 de acuerdo con lo
esperado.

(3) Expresion del gen de la pre-protransglutaminasa en C. glutamicum ATCC13869

Se transformé C. glutamicum ATCC13869 con el pVITGC construido en el Ejemplo 1(1) (tanto el promotor
como el gen de la pre-protransglutaminasa se obtuvieron a partir de S. mobaraense) o con el pVKPTGO construi-
do en el Ejemplo 1(2) (el promotor se obtuvo a partir del gen PS2 de C. glutamicum ATCC13869 y el gen de
la pre-protransglutaminasa se obtuvo a partir de S. mobaraense) y se seleccionaron las cepas cultivadas en el me-
dio de agar CM2S que comprendia 5 mg/l de cloranfericol (10 g de extracto de levadura, 10 g de triptona, 5 g
de sacarosa, 5 g de NaCl, 5 g de agar por litro de agua destilada). Las células de C. glutamicum ATCC13869 se-
leccionadas que albergaban pVITGC o pVKPTGO se cultivaron en medio de cultivo MM (30 g de glucosa, 0,4 g
de sulfato de magnesio heptahidrato, 30 g de sulfato de amonio, 1 g de dihidrégeno fosfato de potasio, 0,01 g de
sulfato ferroso heptahidrato, 0,01 g de sulfato de manganeso (II) pentahidrato, 200 ug de hidrocloruro de tiami-
na, 500 ug de biotina, 0,15 g de DL-metionina, 50 g de carbonato de calcio por litro de agua destilada, ajustado a
pH 7.5) que comprendia 5 mg/l de cloranfenicol a 30°C durante 48 horas, respectivamente. Una vez finalizada la
incubacioén, se sometieron 10 ul del sobrenadante del cultivo a SDS-PAGE y después a transferencia Western uti-
lizando anticuerpos anti-transglutaminasa, como se describe en Biosci. Biotechnol. Biochem., 58, 82-87 (1994) de
acuerdo con el método convencional (por ejemplo, el procedimiento general descrito en J. Sambrook et al. (1998)

(supra)).

Por consiguiente, la secrecién de transglutaminasa no pudo detectarse. A partir de los resultados anteriores, se
confirmé que la secuencia sefial de la transglutaminasa de S. mobaraense no funcioné en C. glutamicum ATCC13869.
Ejemplo 2
Produccion secretora de transglutaminasa utilizando el gen de fusion que codifica el péptido sefial de la proteina

de superficie celular de Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum ATCC13869) y la transglutaminasa madura
obtenida a partir de S. mobaraense IFO13819

(1) Construccion del gen de la transglutaminasa que contiene la secuencia seiial de la proteina de superficie
celular de C. glutamicum ATCC13869

La secuencia del gen de PS2, que es la proteina de superficie celular de C. glutamicum ATCC13869, ya ha sido
determinada [Mol. Microbiol., 9, 97-109 (1993)]. Los cebadores que se muestran como SEQ ID No: 15 y SEQ ID
No: 18 se sintetizaron con referencia a la secuencia, y la regién que codifica los 44 residuos de aminodcidos N-
terminales (30 residuos de aminodcidos del péptido sefial y 14 residuos de aminoécidos de la proteina de superficie
celular madura) de la protefna correspondiente a PS2 y la regién del lado 5’ que contiene la regién promotora, se
amplificaron utilizando un método de PCR con el ADN cromosémico de C. glutamicum ATCC13869 preparado de
acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 1(2). El cebador que se muestra en SEQ ID No: 18 también comprende
la secuencia que codifica la secuencia de aminodcidos de la regiéon N-terminal de la transglutaminasa madura, para
construir el gen de fusion fusionado con transglutaminasa.

(SEQID No: 15) 5’-AAATTCCTGTGAATTAGCTGATTTAG-3’
(SEQ ID No: 18) 5’-GGGGTGACCCTGTCGTCGGAGTCGTTGAAGCCGTTGTTGATGTTGAA-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 15y 18: cebador de PCR

Por su parte, los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 11y SEQ ID No: 12 se sintetizaron tomando como base
la secuencia del gen de la transglutaminasa determinada en el Ejemplo 1(1), y la regién del gen de la transglutaminasa
madura se amplificé utilizando el método de PCR con el pUITG obtenido en el Ejemplo 1(1).

El gen de fusién de la transglutaminasa madura, que se conecté a la region que codifica los 44 residuos de aminoa-
cidos N-terminales de C. glutamicum ATCC13869 y a la regién del lado 5° que comprende el gen promotor del gen de
la proteina de superficie celular, se amplificé llevando a cabo una PCR cruzada con SEQ ID No: 15 y SEQ ID No: 12
utilizando como moldes la mezcla de 1 ul de soluciéon de PCR de la region amplificada que codifica los 44 residuos
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de aminodcidos N-terminales de la proteina correspondiente a PS2 de C. glutamicum y de la regién amplificada del
lado 5° que contiene el promotor, y 1 ul de solucién de PCR de la regién amplificada del gen de transglutaminasa
madura.

El fragmento amplificado de aproximadamente 1,7 kb se detectd por electroforesis en agarosa. Este fragmento se
recuperd a partir del gel de agarosa utilizando EASYTRAP Version 2 (Takarashuzo Co. Ltd.) y se insert6 en el sitio
Smal del pVC7 segtin se describe en JP-Kokai No. 9-070291 para obtener pVKPTGS3. La secuencia nucleotidica del
fragmento insertado se determiné de acuerdo con el método descrito con anterioridad y se confirmé la construccién
del gen de fusién esperado.

Ademds, el gen de fusion de transglutaminasa madura de aproximadamente 1,7 kb, que se habia ligado a la regién
que codifica los 44 residuos de aminodcidos N-terminales de C. glutamicum ATCC13869 y a la regién del lado 5° que
comprende el promotor del gen de la proteina de superficie celular, se escindié por digestion de pVKTG2 con Kpnl
y Xbal y se recuperé utilizando electroforesis en gel de agarosa. Este fragmento se insert6 en el sitio Kpnl-Xbal del
pPK4 descrito en JP-Kokai No. 9-322774 para construir pPKTG3.

(2) Secrecion de transglutaminasa madura utilizando la secuencia serial de la proteina de superficie celular de C.
glutamicum ATCC13869

Se transformé C. glutamicum ATCC13869 con el plasmido pVKTG3 o pPKTG3 construido (en ambos casos, el
gen que comprende el promotor y el gen que codifica el péptido sefial y los 14 residuos de aminodcidos N-terminales
se obtuvieron a partir de C. glutamicum ATCC13869, y el gen de la transglutaminasa madura se obtuvo a partir de S.
mobaraense) y se seleccionaron las cepas cultivadas en el medio de agar CM2S que comprendia 5 mg/1 de cloranfericol
0 25 mg/1 de kanamicina. Después, las células de C. glutamicum ATCC13869 seleccionadas que contenian pVITG3
o pVPKTG3 se cultivaron en un medio de cultivo liquido MM, descrito con anterioridad, que comprendia 5 mg/l de
cloranfericol o 25 mg/1 de kanamicina a 30°C durante 48 horas, respectivamente. Una vez finalizada la incubacién, se
sometieron 10 ul del sobrenadante del cultivo a SDS-PAGE y después se realiz una transferencia Western, de acuerdo
con un método convencional, utilizando anticuerpos anti-transglutaminasa, como se describe en Biosci. Biotechnol.
Biochem., 58, 82-87 (1994). Como consecuencia, pudo detectarse, en el sobrenadante del cultivo de ambas cepas,
una pequefia cantidad de transglutaminasa secretada que tenia un peso molecular similar al de la transglutaminasa
madura.

Ejemplo 3

Produccion secretora de pro-transglutaminasa utilizando el gen de fusion de pro-transglutaminasa (gen de fusion
de la prepro-transglutaminasa heterologamente fusionado) obtenido a partir de S. mobaraense IFO13819 ligado al
péptido seiial de la proteina de superficie celular de C. glutamicum ATCC13869

(1) Construccion del gen de la transglutaminasa (gen de fusion de la prepro-transglutaminasa heterdlogamente
fusionado) que contiene la parte de pro-estructura adicional con el péptido seiial de la proteina de superficie celular
de C. glutamicum ATCC13869

Los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 19, SEQ ID No: 20, SEQ ID No: 21 y SEQ ID No: 22 se sinteti-
zaron con referencia a la secuencia del gen de PS2 que era la proteina de superficie celular de C. glutamicum [Mol.
Microbiol., 9, 97-109(993)]. La regién codificadora para los 30, 31, 44 o 68 residuos de aminodcidos N-terminales
(la regién comprende 30 residuos de aminodcidos del péptido sefial) y la regién del lado 5° que contiene la regién
promotora de la proteina correspondiente a PS2 se amplificaron respectivamente por el método de PCR utilizando la
combinacién de SEQ ID No: 15 y SEQ ID No: 19, o de SEQ ID No: 15 y SEQ ID No: 20, o de SEQ ID No: 15y SEQ
ID No: 21, o de SEQ ID No: 15 y SEQ ID No: 22 del ADN cromosémico de C. glutamicum ATCC13869 preparado
de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 1(2).

Los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 19, SEQ ID No: 20, SEQ ID No: 21 y SEQ ID No: 22 comprenden
las secuencias que codifican los aminodcidos N-terminales de la pro-transglutaminasa, para construir el gen de fusién
fusionado con la transglutaminasa que tiene la parte de pro-estructura.

(SEQ ID No: 15) 5’-AAATTCCTGTGAATTAGCTGATTTAG-3’

(SEQ ID No: 19) 5’-CTTCGTCTCTTCCCCCGCGCCATTGTCAGCGAATGCTGGGATAGCAACGCC-3’

(SEQ ID No: 20) 5’-CTTCGTCTCTTCCCCCGCGCCATTGTCCTGAGCGAATGCTGGGATAGCTAC-3’

(SEQ ID No: 21) 5’-CTTCGTCTCTTCCCCCGCGCCATTGTCGTTGAAGCCGTTGTTGATGTTGAA-3’

(SEQ ID No: 22) 5’-CTTGCGTCTCTTCCCCCGCGCCATTGTCAGTCAGGTCGCGGAGGGTTTCCTC-3’
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Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 15, 19, 20, 21 y 22: cebadores de PCR

Por su parte, los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 23 y SEQ ID No: 12 se sintetizaron tomando como
base la secuencia del gen de la transglutaminasa determinada en el Ejemplo 1(1), y la regién del gen de la pro-
transglutaminasa se amplificé utilizando el método de PCR con el pUITG obtenido en el Ejemplo 1(1).

(SEQ ID No: 12) 5’-CGCTCACATCACGGCCAGCCCTGCTTTACC-3’
(SEQ ID No: 23) 5’-GACAATGGCGCGGGGGAAGAGACGAAGTCC-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 22 y 23: cebadores de PCR

Después, el gen de la pro-transglutaminasa heter6logamente ligado a la region respectiva que codifica sus 30, 31,
44 o 68 residuos de aminodcidos N-terminales y a la regién del lado 5’ que contiene la regién promotora del gen
de la proteina correspondiente a PS2 de C. glutamicum ATCC13869, esto es, los fragmentos de genes de la prepro-
transglutaminasa heterélogamente fusionados que se ligaron al promotor del gen de la proteina de superficie celular
de C. glutamicum ATCC13869, se amplificé llevando a cabo una PCR cruzada con SEQ ID No: 15 y SEQ ID No: 12
utilizando como moldes la mezcla que comprende 1 ul de solucién de PCR de la region del lado 5° que contiene la
region promotora del gen de la proteina correspondiente a PS2 de C. glutamicum ATCC13869 y una de las regiones
amplificadas que codifican 30, 31, 44 o 68 residuos de aminoécidos N-terminales de la proteina, y 1 ul de solucién de
PCR de la region amplificada del gen para la transglutaminasa que tiene la parte de pro-estructura.

Los fragmentos amplificados que oscilan entre aproximadamente 1,8 kb y 1,9 kb se detectaron por electroforesis
en agarosa. Estos fragmentos se recuperaron a partir del gel de agarosa utilizando EASYTRAP Version 2 (Takaras-
huzo Co. Ltd.) y se insertaron en el sitio Smal del pVC7 segtin se describe en JP-Kokai No. 9-070291 para obtener
pVKPTGI, pVKPTG2, pVKPTG3 y pVKPTG4, respectivamente. Las secuencias nucleotidicas de los fragmentos in-
sertados se determinaron de acuerdo con el método mencionado con anterioridad y se confirmé que los genes de fusién
eran los esperados.

Ademds, los genes de fusion de aproximadamente 1,8 kb a 1,9 kb de la transglutaminasa que tienen las partes de
la pro-estructura, que se habian ligado a la regidn respectiva que codifica los 30, 31, 44 o 68 residuos de aminodacidos
y a la regién del lado 5° que comprende la region promotora del gen de la proteina correspondiente a PS2 de C.
glutamicum, se escindieron por digestion de pVKTGI1, pVKTG2, pVKTG3 o pVKTG4, respectivamente, con Kpnl y
Xbal, y se recuperaron por electroforesis en gel de agarosa. Estos fragmentos se insertaron en el sitio Kpnl-Xbal de
pPK4 descrito en JP-Kokai No. 9-322774 para construir pPKTG1, pPKTG2, pPKTG3 y pPKTG4.

(2) Secrecion de pro-glutaminasa utilizando la secuencia sefial de la proteina de superficie celular de C. glutami-
cum ATCC13869

Se transformé6 C. glutamicum ATCC13869 con el plasmido pVKTGI1, pVKTG2, pVKTG3, pPKTG4, pPKPTGI,
pPKPTG2, pPKPTG3 o pPKPTG4 y se seleccionaron las cepas cultivadas en el medio de agar CM2S, descrito con
anterioridad, que comprendia 5 mg/l de cloranfericol o 25 mg/l de kanamicina. Después, las células de C. gluta-
micum ATCC13869 seleccionadas que albergaban pVKTG1, pVKTG?2, pVKTG3, pPKTG4, pPKPTG1, pPKPTG?2,
pPKPTG3 o pPKPTGH4 se cultivaron en medio de cultivo MM, descrito con anterioridad, que comprendia 5 mg/l de
cloranfericol o 25 mg/l de kanamicina, a 30°C durante 48 horas, respectivamente. Una vez finalizada la incubacién, se
sometieron 10 ul del sobrenadante del cultivo a SDS-PAGE y después se realizé una transferencia Western, de acuerdo
con un método convencional, utilizando anticuerpos anti-transglutaminasa, como se describe en Biosci. Biotechnol.
Biochem., 58, 82-87(1994). Como consecuencia, se confirmé para ambos vectores (pVC7 o pPK4) la secrecién de una
cantidad similar de transglutaminasa que tiene la parte de pro-estructura, y se observaron diferencias significativas en
la cantidad secretada dependiendo de la longitud de los residuos de aminodcidos N-terminales de la forma madura de
la proteina correspondiente a PS2. Las cantidades secretadas representativas se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1

Cantidad secretada de pro-transglutaminasa utilizando la secuencia sefial de la proteina
de superficie celular de C. glutamicum ATCC13869

Plasmido Pro-transglutaminasa (mg/l)
pPKPTG1 78
pPKPTG4 210
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Ejemplo 4

Produccion secretora de pro-transglutaminasa utilizando el gen de fusion que tiene la secuencia que codifica la
secuencia sefial de la proteina de superficie celular de C. ammoniagenes y la pro-transglutaminasa obtenida a partir
de S. mobaraense IFO13819

(1) Construccion del gen de la transglutaminasa que tiene la parte de pro-estructura adicional y la secuencia sefial
de la proteina de superficie celular de C. ammoniagenes (gen de fusion de preprotransglutaminasa heterélogamente
fusionado)

Los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 24 y SEQ ID No: 25 se sintetizaron con referencia a la secuencia
del gen de la proteina de superficie celular (SIpA) [JP-Kokai No. 10-108675] de C. ammoniagenes y la regién que
comprende laregion del lado 5° que contiene la region promotora del gen de la proteina de superficie celular (SIpA) y la
regién que codifica los 25 residuos de aminoacidos N-terminales (el péptido sefial) de SIpA, se amplificaron utilizando
el método de PCR del ADN cromosémico de C. ammoniagenes preparado de acuerdo con el método convencional. El
cebador que se muestra en SEQ ID No: 25 también comprende la secuencia que codifica los aminodcidos N-terminales
de la pro-transglutaminasa, para construir el gen de fusién fusionado con la pro-transglutaminasa.

(SEQ ID No: 24) 5’GCCCAGAAGCCCAAAATTGAGATTT-3’
(SEQ ID No: 25) 5’-CTTCGTCTCTTCCCCCGCGCCATTGTCTGCCGTTGCCACAGGTGCGGCCAGC-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 23 y 24: cebadores de PCR.

El gen de fusion de la transglutaminasa que contiene la parte de pro-estructura adicional que se ligd a la regién que
codifica los 25 residuos de aminoédcidos N-terminales de C. ammoniagenes y a la regién del lado 5° que comprende
la regién promotora del gen de la proteina de superficie celular (SIpA) (gen de la prepro-transglutaminasa heteréloga-
mente fusionado), se amplificé llevando a cabo una PCR cruzada con SEQ ID No: 24 y SEQ ID No: 12 utilizando la
mezcla, como molde, que contenia 1 ul de solucién de PCR de la region del lado 5° amplificada que contiene la regién
promotora del gen de la proteina de superficie celular (SIpA) y la regién que codifica los 25 residuos de aminodcidos
N-terminales de la proteina de superficie celular (SIpA) de C. ammoniagenes y 1 ul de solucién de PCR de la regién
del gen para la transglutaminasa que tiene la parte de pro-estructura adicional que habia sido amplificada en el Ejemplo
3(1). El fragmento amplificado de aproximadamente 1,7 kb se detectd por electroforesis en agarosa. Este fragmento
se recuperd del gel de agarosa utilizando EASYTRAP Versién 2 (Takarashuzo Co. Ltd.) y se insertd en el sitio Smal
del pVCT7 para obtener pVSPTGI.

(2) Conversion de la region promotora: Ligacion con el promotor del gen de la proteina de superficie celular de
C. glutamicum ATCC13869

Los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 15 y SEQ ID No: 26 se sintetizaron con referencia a la secuencia
del gen de PS2 que es la proteina de superficie celular [Mol. Microbiol., 9, 97-109 (1993)] de C. glutamicum. La
region del lado 5° que comprende la regién promotora del gen para la proteina correspondiente a PS2 se amplificd
utilizando el método de PCR a partir del ADN cromosémico de C. glutamicum ATCC13869 preparado de acuerdo
con el método del Ejemplo 1(2). El cebador que se muestra en SEQ ID No: 26 también comprende la secuencia
que codifica los aminodcidos N-terminales de la secuencia sefial de la proteina de superficie celular (SIpA) de C.
ammoniagenes para construir el gen de fusién con el gen de la transglutaminasa que tiene la parte de pro-estructura
conectada a la secuencia sefial de la proteina de superficie celular (SIpA) de C. ammoniagenes (gen de fusién de
prepro-transglutaminasa heter6logamente fusionado).

(SEQ ID No: 15) 5’-AAATTCCTGTGAATTAGCTGATTTAG-3’
(SEQ ID No: 26) 5’-CGCAGCCAGCGATTTCATGCGTTTCATAGAGGCGAAGGCTCCTTGAATAGGT-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 15, 26: cebador de PCR

Por su parte, los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 27 y SEQ ID No: 12 se sintetizaron tomando como
base la secuencia del gen de fusion de la transglutaminasa que tiene la parte de pro-estructura adicional y la secuencia
sefial de la proteina de superficie celular (SIpA) de C. ammoniagenes. Después, la region de la transglutaminasa que
tiene la parte de pro-estructura adicional se amplificé utilizando el método de PCR a partir del pVSPTG1 obtenido en
el Ejemplo 4(1) con los cebadores.
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(SEQ ID No: 12) 5’-CGCTCACATCACGGCCAGCCCTGCTTTACC-3’
(SEQ ID No: 27) 5’-ATGAAACGCATGAAATCGCTGGCTGCGGCG-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 12, 27: cebadores de PCR

Después, el gen de fusién de la transglutaminasa que tiene la parte de pre-proestructura, que se lig a la region que
codifica los 25 residuos de aminodcidos N-terminales de la proteina de superficie celular (SIpA) de C. ammoniagenes 'y
alaregion del lado 5° que contiene la regién promotora del gen de la proteina correspondiente a PS2 de C. glutamicum
ATCC13869, se amplifico llevando a cabo una PCR cruzada con SEQ ID No: 15 y SEQ ID No: 12 utilizando la mezcla
que comprendia 1 ¢l de solucién de PCR de la regién del lado 5° amplificada que contiene la regién promotora del gen
para la proteina correspondiente a PS2 de C. glutamicum y 1 ul de solucién de PCR de la regién amplificada del gen
para la transglutaminasa que tiene la parte de pro-estructura que tenia la secuencia sefial de la proteina de superficie
celular (SIpA) de C. ammoniagenes (gen de la prepro-transglutaminasa heter6logamente fusionado).

El fragmento amplificado de aproximadamente 1,8 kb se detect6 por electroforesis en agarosa. Este fragmento se
recuperd a partir del gel de agarosa utilizando EASYTRAP Version 2 (Takarashuzo Co. Ltd.) y se insertd en el sitio
Smal del pVC7 descrito en JP-Kokai No. 9-070291 para obtener pVKSPTG1. La secuencia nucleotidica del fragmento
insertado se determind de acuerdo con el método mencionado con anterioridad y se confirmé la construccién del gen
de fusioén esperado.

El gen de fusién de aproximadamente 1,8 kb para transglutaminasa que tiene la pro-estructura, que se ligé a la
region que codifica los 25 residuos de aminodcidos N-terminales (péptido sefial) de la proteina de superficie celular
(SIpA) de C. ammoniagenes y que comprendia la regién del lado 5° que contiene la regién promotora del gen de la
proteina correspondiente a PS2 de C. glutamicum ATCC13869, se escindid por digestion de pVKSPTG1 con Kpnl
y Xbal, y el fragmento se recuperd utilizando electroforesis en gel de agarosa. Este fragmento se insert6 en el sitio
KpnlI-Xbal del pPK4 descrito en JP-Kokai No. 9-322.774 para construir pPPKSTG1. Ambos pldsmidos, pVKSPTG1 y
pPKSPTGI, contenfan el promotor obtenido a partir del gen PS2 de C. glutamicum ATCC13869, el gen del péptido
sefial obtenido a partir de SIpA de C. ammoniagenes y el gen de la transglutaminasa obtenido a partir de S. mobaraense.

(3) Conversion a un promotor tac de E. coli

Los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 28 y SEQ ID No: 29 se sintetizaron tomando como base la secuencia
del plasmido pKK223-3 (Amersham Pharmacia Co. Ltd.) en el que se habia clonado el promotor tac de E. coli. La
region correspondiente al promotor tac se amplificé utilizando el método de PCR a partir de ADN pKK223-3. El
cebador que se muestra en SEQ ID No: 29 también comprende la secuencia que codifica la secuencia de aminoacidos
N-terminal de la secuencia sefial de la proteina de superficie celular (SIpA) de C. ammoniagenes para construir el
gen de fusion que tiene la parte de pro-estructura, que contenia la secuencia sefial de la proteina de superficie celular
(SIpA) de C. ammoniagenes (gen de la prepro-transglutaminasa heterélogamente fusionado).

(SEQ ID No: 28) 5’-GGATCCGGAGCTTATCGACTGCACG-3’
(SEQ ID No: 29) 5°-CGCAGCCAGCGATTTCATGCGTTTCATAATTCAGTTTCCTGTGTGAAATTGT-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 28 y 29: cebadores de PCR

El gen de fusion para la transglutaminasa que tiene la parte de pre-proestructura adicional, que se ligd a la regién
que codifica los 25 residuos de aminodcidos N-terminales de la proteina de superficie celular (SIpA) de C. ammonia-
genes 'y que contenia el promotor tac (gen de la transglutaminasa heterdlogamente fusionado), se amplificé llevando a
cabo una PCR cruzada con SEQ ID No: 28 y SEQ ID No: 12 utilizando como moldes la mezcla de 1 u de solucién
de PCR de la region amplificada correspondiente al promotor tac y 1 ul de solucién de PCR de la region amplificada
del gen para la transglutaminasa que tiene la parte de pro-estructura, que contenia la secuencia sefial de la proteina
de superficie celular (SIpA) de C. ammoniagenes. El fragmento amplificado de aproximadamente 1,5 kb se detectd
por electroforesis en agarosa. Este fragmento se recuperd del gel de agarosa por EASYTRAP Version 2 (Takarashuzo
Co. Ltd.) y se insert6 en el sitio Smal del pVC7 descrito en JP-Kokai No. 9-070291 para obtener pVTSPTGI1. La
secuencia nucleotidica del fragmento insertado se determiné de acuerdo con el método mencionado con anterioridad
y se confirmé la construccién del gen de fusién esperado.

El gen de fusién de aproximadamente 1,5 kb para la transglutaminasa que tiene la pro-estructura, que se ligd a
la region que codifica los 25 residuos de aminodcidos N-terminales de la proteina de superficie celular (SIpA) de C.
ammoniagenes y el promotor tac, se escindi6 por digestiéon de pVTSPTGI con Kpnl y Xbal y se recuper6 utilizando
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electroforesis en gel de agarosa. Este fragmento se insert6 en el sitio Kpnl-Xbal del pPK4 descrito en JP-Kokai
No. 9-322774 para construir pPTSPTG1. Ambos pldsmidos, pVTSPTG1 y pPTSPTGI, contenian el promotor tac
obtenido a partir de E. coli, el gen del péptido sefial obtenido a partir de SIpA de C. ammoniagenes y el gen de la pro-
transglutaminasa obtenido a partir de S. mobaraense.

(4) Secrecion de pro-transglutaminasa utilizando la secuencia seiial de la proteina de superficie celular de C.
ammoniagenes

Se transformé C. glutamicum ATCC13869 con el plasmido construido pVKSPTGI, pVTSPTGI, pPKSPTGI o
pPTSPTGI1 y se seleccionaron las cepas cultivadas en el medio de agar CM2S que comprendia 5 mg/l de cloran-
fericol o 25 mg/l de kanamicina. Después, las células de C. glutamicum ATCC13869 seleccionadas que albergaban
pVKSPTGI, pVTSPTGI, pPKSPTGI o pPTSPTGI1 se cultivaron en el medio de cultivo MM mencionado con ante-
rioridad que comprendia 5 mg/l de cloranfericol o 25 mg/l de kanamicina a 30°C durante 48 horas, respectivamente.
Una vez finalizado el cultivo, se sometieron 10 ul del sobrenadante del cultivo a SDS-PAGE y después se llevé a ca-
bo una transferencia Western, de acuerdo con un método convencional, utilizando anticuerpos anti-transglutaminasa,
como se describe en Biosci. Biotechnol. Biochem., 58, 82-87(1994). Como consecuencia, se confirmé la secrecidén
de una cantidad similar de transglutaminasa por parte de cualquiera de los vectores, pVC7 o pPK4. Las cantidades
representativas de la secrecion se muestran en la Tabla 2.

TABLA 2

Cantidad secretada de pro-transglutaminasa utilizando la secuencia seiial de la proteina
de superficie celular de C. ammoniagenes ATCC13869

Plasmido Pro-transglutaminasa (mg/!)
pPKSPTG1 102
PTSPTG1 74

Ejemplo 5

Produccion secretora de pro-transglutaminasa utilizando el gen de fusion que contiene la secuencia que codifica la
secuencia serial de la proteina de superficie celular de C. ammoniagenes y la pro-transglutaminasa obtenida a partir
de Streptoverticillium cinnamoneum IFO12852

(1) Construccion del gen de fusion que comprende la secuencia que codifica la secuencia sefial de la proteina de
superficie celular de C. ammoniagenes y la secuencia que codifica la pro-transglutaminasa obtenida a partir de S.
cinnamoneum IFO12852

La secuencia del gen de la transglutaminasa de S. cinnamoneum IFO12852 ha sido determinada [Solicitud de
Patente japonesa No. 11-295649]. Se presume que la regién desde la posicién 1 a la posicién 32 de la secuencia de
aminodcidos es la secuencia para la pre-parte, se presume que desde la posicién 33 a la posicién 86 es la secuencia
para la pro-parte, y se presume que desde la posicién 87 a la posicién 416 es la secuencia para la secuencia de la
transglutaminasa madura. La secuencia nucleotidica y la secuencia de aminoédcidos completa se muestran en SEQ ID
No: 30 y SEQ ID No: 31. Ademds, Escherichi coli AJ13669, que se habia transformado con el plasmido pUJ-MTG
que contiene el gen, ha sido originalmente depositada en el Instituto Nacional de Biociencia y -Tecnologia Humana,
Agencia de Ciencia y Tecnologia Industrial (Actualmente, Agencia Administrativa Independiente, Instituto Nacional
de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada, Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken,
305-8566 Japon) el 14 de octubre de 1999 como FERM P-17602 y ha sido transferida al depdsito segtin el Tratado de
Budapest el 28 de agosto de 2000, y le ha sido asignado el nimero de depésito de FERM BP-7287.

La region de 3,5 kb que cubre toda la longitud del gen de la prepro-transglutaminasa primero se escindié de pUJ-
MTG con la enzima de restricciéon BamHI, y se generé pUCSCTG, donde la regién se insert6 en el sitio BamHI de
pUCI09.

Los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 32 y SEQ ID No: 33 se sintetizaron, y la regiéon del gen que
comprende la pro-transglutaminasa obtenida a partir de S. cinnamoneum IFO12852 se amplificé por el método de
PCR utilizando pUCSCTG como molde, segiin lo previamente descrito.

(SEQ ID No: 32) 5’-GGC GAT GGG GAA GAG AAG GGG-3’

(SEQ ID No: 33) 5’-GGC GGA TCC TVG CGT CGA GAG GCG TGG ACT GA-3’
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Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 32y 33: cebadores de PCR

Después, la region, que contenia la regién del lado 5° que contiene la regiéon promotora del gen PS2 que es la
proteina de superficie celular de C. glutamicum y la regién que contiene la secuencia sefial de la proteina de superficie
celular (SIpA) de C. ammoniagenes, se amplificé llevando a cabo una PCR utilizando la combinacién de SEQ ID No:
34 y SEQ ID No: 35 de pPKSPTGI, que se construy6 en el Ejemplo 4(2) como molde.

El cebador que se muestra en SEQ ID No: 35 también contenia la secuencia codificadora de la secuencia de ami-
nodcidos N-terminal de pro-transglutaminasa obtenida a partir de Streptoverticillium cinnamoneum IFO12852, para
construir el gen de fusién con la transglutaminasa obtenida a partir de Streptoverticillium cinnamoneum IFO12852.

(SEQ ID No: 34) 5’-TAC GAA TTC GAG CTC GGT ACC-3’
(SEQ ID No: 35) 5’-CCC CTT CTC TTC CCC ATC GCC TGC CGT TGC CAC AGG TGC GGC C-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 34 y 35: cebadores de PCR

El fragmento del gen de la prepro-transglutaminasa heter6logamente fusionado, que se ligd a la secuencia sefial
de la proteina de superficie celular (SIpA) de C. ammoniagenes y a la regioén del lado 5° que comprende la regién
promotora del gen PS2, se amplificé llevando a cabo una PCR cruzada con SEQ ID No: 34 y SEQ ID No: 33 utilizando
como moldes la mezcla que contenia 1 1 de solucién de PCR de la regién amplificada que codifica el gen para la pro-
transglutaminasa obtenida a partir de C. cinnamoneum IFO12852 y 1 ul de solucién de PCR de la regién amplificada
que comprende la regién del lado 5° que contenia la regién promotora del gen PS2 y la region que contenia la secuencia
sefial de la proteina de superficie celular (SIpA) de C. ammoniagenes.

El fragmento amplificado de aproximadamente 1,8 kb se detect por electroforesis en agarosa. Este fragmento
se digirié con EcoRI y BamHI, y después se recuper6 del gel de agarosa y se inserté en el sitio EcoRI-BamHI del
pUCI19 para obtener pUKSPTG?2’. La secuencia del fragmento insertado se determiné de acuerdo con el método
mencionado con anterioridad y se confirmé que el gen de fusién se construyd segtin lo esperado. Este pUKSPTG2’
se digiri6 con EcoRI y se cortd para producir extremos romos con un Blunting Kit (kit para producir extremos ro-
mos) (Takarashuzo Co. Ltd.) y el conector Xbal (Takarashuzo Co. Ltd.) que tiene la secuencia 5’-CTCTAGAG-
3’, en la que el extremo 5’-terminal se fosforild, después se insertd y se recicld para construir pUKSPTG2. El gen
fusionado de transglutaminasa de aproximadamente 1,8 kb (el gen de la transglutaminasa se obtuvo a partir de S.
cinnamoneum IFO12852) se escindi6 por digestion de pUKSPTG2 con Xbal y se recuperd utilizando electroforesis
en gel de agarosa. Estos fragmentos se insertaron en el sitio Xbal del pPK4 descrito con anterioridad para construir
pPKSPTG2.

Se construy6 el gen de la preprotransglutaminasa que tiene una parte de pro-estructura quimérica, en la que el
extremo N-terminal de la parte de pro-estructura fue parcialmente reemplazada por la parte de pro-estructura de S.
mobaraense (el gen de la transglutaminasa madura y la parte de pro-estructura se obtuvieron a partir de S. cinnamo-
neum IFO12852).

En primer lugar, el fragmento de aproximadamente 1,8 kb, que contenia el gen de la prepro-transglutaminasa de
EcoRI-BamHI, se escindi6 del plasmido pPKSPTG1 (para la expresion de la pro-transglutaminasa obtenida a partir
de S. mobaraense IFO13819) que se construyé en el Ejemplo 4(2), y el fragmento se inserté en el sitio EcoRI-BamHI
de pUC19 (pUKSPTG1). El fragmento de aproximadamente 1,2 se escindié por digestion de pUKSPTG1 con Aatll,
y pUKSPTG2’ también se digirié con Aatll para preparar el fragmento de aproximadamente 3,3 kb por eliminacién
del fragmento de aproximadamente 1,2 kb. Este fragmento de aproximadamente 3,3 kb se ligé al fragmento Aatll de
aproximadamente 1,2 kb obtenido a partir de pUKSPTGI, y se seleccionaron clones, de acuerdo con las técnicas de
ingenieria genética convencionales, en los que se insertd el fragmento Aatll. Para determinar la orientacién del frag-
mento Aatll insertado en los clones, los clones se secuenciaron en serie y se seleccionaron los clones (pUKSPTG3)
en los que el fragmento se insertd en la orientacién deseada (para codificar la preprotransglutaminasa).

Ademas, el sitio EcoRI de pUKSPTG3’ también se cortd para producir extremos romos como se describié para
pUKSPTG?2’ y se insert6 el conector Xbal para construir pPUKSPTG3. Ademds, el fragmento Xbal de 1,8 kb escindido
de pUKSPTGS3 se insert6 en el sitio Xbal de pPK4 para construir pPKSPTG3.

(2) Secrecion de la pro-transglutaminasa obtenida a partir de Streptoverticillium cinnamonieum IFO12852 utili-
zando la secuencia sefial de la proteina de superficie celular de C. ammoniagenes

Se transformo C. glutamicum ATCC13869 con el plasmido pPKSPTG2 o pPKSPTG3, y se seleccionaron las ce-
pas cultivadas en el medio de agar CM2S descrito con anterioridad que comprendia 25 mg/l de kamamicina. Después,
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las células de C. glutamicum ATCC13869 seleccionadas que albergaban pPKSPTG2 o pPKSPTG3 se cultivaron res-
pectivamente en medio de cultivo liquido MMTG (60 g de glucosa, 0,4 g de sulfato de magnesio heptahidrato, 30 g
de sulfato de amonio, 1 g de dihidrégeno fosfato de potasio, 0,01 g de sulfato ferroso heptahidrato, 0,01 g de sulfa-
to de manganeso (II) pentahidrato, 450 ug de hidrocloruro de tiamina, 450 ug de biotina, 0,15 g de DL-metionina,
50 g de carbonato de calcio por litro de agua destilada, ajustado a pH 7,5) que contenia 25 mg/l de kanamicina a
30°C durante 3 dias. Una vez completado el cultivo, se sometieron 10 ul del sobrenadante del cultivo a SDS-PAGE
y después se llevd a cabo un andlisis por transferencia Western, de acuerdo con el método convencional, utilizan-
do anticuerpos anti-transglutaminasa, de acuerdo con lo descrito con anterioridad. Este anticuerpo era un anticuerpo
para la transglutaminasa obtenida a partir de S. mobaraense, sin embargo también mostré reactividad frente a la
transglutaminasa obtenida a partir de S. cinnamoneum. Por consiguiente, se confirmé la secrecién (aproximadamen-
te 30 a 50 mg/l) de la transglutaminasa que tiene la parte de pro-estructura obtenida a partir de S. cinnamoneum
IFO12852.

Ejemplo 6
Clonacion del gen de la serina proteasa (SAMP45), y la construccion y evaluacion de pldsmidos de expresion

(1) Construccion del gen de la serina proteasa (SAMP45) que tiene la parte de pro-estructura 'y la secuencia sefial
de la proteina de superficie celular de C. ammoniagenes (gen de la prepro-serina proteasa (SAMP45) heterologamente
fusionado)

La secuencia del gen de SAMP45 que es una serina proteasa producida por S. albogriseolus [J. Bacteriol., 179,
430-438(1997)] ya ha sido determinada. Los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 36 y SEQ ID No: 37 se
sintetizaron con referencia a esta secuencia y la region del gen que contiene la parte de pro-estructura N-terminal de
SAMP45, la SAMP45 madura y la parte de pro-estructura C-terminal, se amplificaron utilizando el método de PCR
de acuerdo con lo descrito con anterioridad.

(SEQ ID No: 36) 5’-AACGGGGAGAACAGCACGGCCGCCGG-3’
(SEQ ID No: 37) 5’-GGCGAATTCTCCGGCGGGCCGTCACCGGT-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 36 y 37: cebadores de PCR

La regién que comprende la region del lado 5° que contiene la regién promotora del gen de la proteina PS2 de
superficie celular de C. glutamicum y la secuencia sefal de la proteina SIpA de superficie celular de C. ammoniagenes
se amplificé en forma similar utilizando el método de PCR con la combinacién de SEQ ID No: 38 y SEQ ID No: 39,
utilizando el pPKSPTGI construido en el Ejemplo 4(2) como molde.

El cebador que se muestra en SEQ ID No: 39 comprende la secuencia que codifica los aminodcidos N-terminales
de la pro-serina proteasa para construir el gen de fusiéon que contiene la serina proteasa, que tiene la parte de pro-
estructura.

(SEQ ID No: 38) 5’-GGCAAGCTTAAATTCCTGTGAATTAGCTGA-3’
(SEQ ID No: 39) 5’-CGGCCGTGCTGTTCTCCCCGTTTGCCGTTGCCACAGGTGCGGCC-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 38 y 39: cebadores de PCR para construir el gen de la pro-serina proteasa.

Después, el fragmento génico del gen de la prepro-serina proteasa heterolégamente fusionado, que se ligd a la
secuencia sefial de la proteina SIpA de superficie celular de C. ammoniagenes y a la regién del lado 5° que contiene
la regién promotora del gen PS2, se amplificé llevando a cabo una PCR cruzada con SEQ ID No: 38 y SEQ ID
No: 37 utilizando la mezcla, como moldes, que comprendia 1 ul de solucién de PCR de la regién amplificada que
comprende el gen para la pro-estructura N-terminal de SAMP45, la SAMP45 madura y la pro-estructura C-terminal,
y 1 ul de solucién de PCR de la regién amplificada que comprende la regién del lado 5’ que contiene la regién
promotora del gen PS2 y la secuencia sefial de la proteina SIpA de superficie celular de C. ammoniagenes, respectiva-
mente.

El fragmento amplificado de aproximadamente 3,9 kb se detect6 por electroforesis en gel de agarosa. El producto
de PCR se digiri6 con HindIIl y EcoRI, después se sometié a electroforesis en gel de agarosa, y el fragmento de
aproximadamente 3,9 kb se recuper6 del gel de agarosa utilizando y se insert6 en el sitio HindIII-EcoRI del pVC7
mencionado con anterioridad, para para obtener pVSS1, respectivamente. La secuencia del fragmento insertado se
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determiné de acuerdo con el método mencionado con anterioridad y se confirmé que el gen de fusién se construyd
segtin lo esperado.

(2) Secrecion de la serina-proteasa utilizando la secuencia sefial de la proteina de superficie celular de C. ammo-
niagenes

Se transformé C. glutamicum ATCC13869 con el pldsmido pVSS1 y se seleccionaron las cepas cultivadas en
el medio de agar CM2S, descrito con anterioridad, que comprendia 5 mg/l de cloranfericol. Después, las células
de C. glutamicum ATCC13869 seleccionadas que contenian pVSS1 se cultivaron en un medio de cultivo MMTG,
que comprendia 5 mg/l de cloranfericol a 30°C durante 70 horas. Se separ6 en el sobrenadante del medio de culti-
vo, 1 ml del medio de cultivo y las células mediante centrifugacién. Las células se suspendieron en un tampén de
fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,0). La actividad de la serina proteasa se determiné de la siguiente manera: se afia-
dieron 50 ul del sobrenadante del medio de cultivo o de la suspensién celular a un tampén de fosfato de sodio
20 mM (pH 7,0) que contenfa Bz-Phe-Val-Arg-pNA (Bachem Co. Ltd.) 0,25 mM para dar una cantidad total de
0,06 ml, que se mantuvo a 30°C durante 20 minutos. Después, la reaccién se detuvo tras la adicién de 0,4 ml de
dcido acético al 50%. Se midi6 la absorbancia a 410 nm y se midi6 la cantidad de p-NA (p-nitroanilida) liberada
para determinar la actividad. Una unidad enzimdtica se definié como la cantidad de enzima que libera 1 umol de
pNA por minuto. Como consecuencia, la actividad de la serina proteasa no se detectd en el sobrenadante del medio
de cultivo, pero se detecté en la suspension celular. Realizando célculos a partir de los valores de actividad detec-
tada y de los valores de la actividad especifica informados en la literatura [J. Bacteriol., 179, 430-438(1997)], se
confirmé la expresion y secrecion en la superficie de la célula de tanto como aproximadamente 9 mg/l de serina
proteasa.

Ejemplo 7

Clonacion del gen de la peptidasa especifica de prolina (svPEP), y construccion y evaluacion de pldasmidos de expre-
sion

(1) Purificacion y andlisis de los aminodcidos N-terminales de la peptidasa especifica de prolina (svPEP) produ-
cida por S. mobaraense IFO13819

Se colocaron 800 ml de medio de cultivo liquido ISP2 (4 g de extracto de levadura, 10 g de extracto de malta,
4 g de glucosa y llenando con agua hasta 1 litro, ajustado a pH 7,3) en un matraz Sakaguchi de 5 L y se inocul6 S.
mobaraense IFO13819 desde la placa hacia el matraz y se cultiv6 agitando el matraz a 30°C durante 48 horas a 120

rpm.

El medio de cultivo se centrifugé para eliminar el sobrenadante del cultivo y las células se cosecharon. Después
de lavar las células con un tampén TrisHCI 20 mM que contenia 25 mg/l de kanamicina, las células resultantes se
suspendieron en un tampon de fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,0) que contenia 25 mg/l de kanamicina. La suspensién
se agit6 sobre hielo durante 4 horas y se centrifugé para dar el sobrenadante, que se recolect6. Después de esterilizar
por filtracién el sobrenadante utilizando un filtro de nitrocelulosa (con un tamafio de poro de 0,22 um, Sartrius Co.
Ltd.), el sobrenadante se pasé a través de una columna (1,6 ¢ x 10 cm) de Butil-Sefarosa 4FF (Amersham Pharmacia
Co. Ltd.), que se habia pre-equilibrado con sulfato de amonio 1,5 M/tamp6n de fosfato 50 mM (pH 7,0), utilizando
FPLC (Amersham Pharmacia Co. Ltd.), y se eluyé por medio de un gradiente lineal de sulfato de amonio 1,5 a 0
M en el mismo tampén. Las fracciones que contenian componentes activos se combinaron y pasaron a través de una
columna de Fenil-Sefarosa HP (1 ml, Amersham Pharmacia Co. Ltd.) en las mismas condiciones, y las fracciones
activas se combinaron y dializaron hasta el dia siguiente contra un tampén de fosfato de sodio 50 mM (pH 7,0) a 4°C
para dar una solucion de enzima parcialmente purificada. La solucién de enzima parcialmente purificada se someti6 a
una cromatografia en fase reversa para mayor purificacién. Las condiciones de la cromatografia en fase reversa fueron
las siguientes:

Dispositivo de HPLC: bomba: HITACHI L-6300, detector: L-4000H
Columna: PROTEIN C4 214TP5410 (VYDAC Co. Ltd.)

Elucién: La elucién se llevé a cabo mediante un gradiente lineal de acetonitrilo 24-40%/4cido trifluoroacético 0,1%
(20 min.) a temperatura ambiente

Caudal de flujo: 1,0 ml/min.
Longitud de onda de deteccién: 280 nm.
La muestra de enzima que se purific en las condiciones descritas con anterioridad se transfiri6 a una membrana de

difluoruro de polivinilideno (PVDF) utilizando un Cartucho de Membrana (Perkin Elmer Co. Ltd.), y la secuencia de
aminodcidos N-terminal se analizé utilizando un Secuenciador de Proteinas PPSQ-10 (Shimazu Seisakusho Co., Ltd.)
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en fase gaseosa. Como consecuencia, se determinaron los 20 residuos de aminodcidos N-terminales que se muestran
en la SEQ ID No: 40.

(SEQ ID No: 40) GIn Ala Asp lle Lys Asp Arg lle Leu Lys lle Pro
1 5 10
Gly Met Lys Phe Val Glu Glu Lys
15 20

(2) Adquisicion del gen de la peptidasa especifica de prolina (svPEP) obtenido a partir de S. mobaraense IFO13819

Se selecciond la regién que se deduce de la secuencia N-terminal determinada de aminodcidos de svPEP y que
tiene una menor degeneracion, Lys-lle-Pro-Gly-Met-Lys-Phe-Val-Glu-Glu-Lys (SEQ ID No: 41), y se gener6 el
oligonucledtido sintético que se muestra en SEQ ID No: 42. El1 ADN cromosémico de S. mobaraense IFO13819,
preparado de acuerdo con el método convencional, se digirié con diversas enzimas de restricciéon que reconocen se-
cuencias de 6 nucleétidos y después se analizé por un método de hibridacién por transferencia Southern utilizando
este oligonucledtido sintético como sonda, y en consecuencia se detectd por escision de SaCl una banda simple de
aproximadamente 6 kb. Por consiguiente, el ADN cromosémico de S. mobaraense IFO13819, preparado de acuer-
do con el método mencionado con anterioridad, se digirié con Sacl y el fragmento de aproximadamente 6 kb se
recuperd por electroforesis en gel de agarosa utilizando EASYTRAP Version 2 (Takarashuzo Co. Ltd.). El fragmen-
to recuperado se insert6 en el sitio Sacl de pUCI18, que se introdujo en la célula competente de Escherichia coli
JM109 (Takarashuzo Co. Ltd.), produciendo asi una biblioteca. La biblioteca asi generada se exploré en busca de
la cepa que albergaba el plasmido en el que se cloné el fragmento del gen svPEP, por exploracién de la bibliote-
ca a través de hibridacién de colonias utilizando el oligonucleétido sintético marcado con ¥P que se muestra en
SEQ ID No: 38 como sonda para obtener el gen buscado. El pldsmido recuperado a partir de esta cepa se designd
pUMPI.

(SEQ ID No: 42) 5’-AAGATCCCCGGGATGAAGTTCGTCGAGGAGAAG-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 42: una sonda para svPEP

Se determind la secuencia nucleotidica del fragmento que se cloné como pUMPI1. Se dedujo la secuencia de
aminodcidos codificada por este gen y se hallé la secuencia de aminoacidos N-terminal (20 residuos), previamente
determinada, tomando como base la proteina enzimdtica, y se determind la totalidad de la secuencia primaria de
aminodcidos que contiene la secuencia sefial putativa y la parte de pro-estructura de svPEP, que se muestra en SEQ
ID No: 9. En la secuencia de aminodcidos, se supone que la posicién 1 a 25 es la secuencia sefial, se supone que la
posicién 26 a 33 es la pro-estructura y que la posicion 34 a 477 es la svPEP madura.

La Escherichi coli AJ13669 que se transformé con pUMPI ha sido depositada en el Instituto Nacional de Bio-
ciencia y Tecnologia Humana, Agencia de Ciencia y Tecnologia Industrial (Actualmente, Agencia Administrativa
Independiente, Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada, Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-
Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566 Japdn) el 15 de mayo de 2000, como FERM BP-7160 segtn el Tratado
de Budapest.

(3) Construccion del gen de la peptidasa especifica de prolina (svPEP) que tiene la parte de pro-estructura con la
secuencia seiial de la proteina de superficie celular de C. ammoniagenes (gen de la peptidasa especifica de prepro-
prolina (svPEP) heterologamente fusionado)

Los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 43 y SEQ ID No: 44 se sintetizaron con referencia a la secuencia
de svPEP determinada en el Ejemplo 7(2), y la region del gen que contiene la pro-parte de svPEP y la svPEP madura
se amplificaron por el método de PCR de igual manera que la descrita previamente, utilizando como molde el pUMP1
construido en el Ejemplo 7(2).

(SEQ ID No: 43) 5’-GAGGCGGCGTCGATCACCGCCCC-3’

(SEQ ID No: 44) 5’-GCCAAGCTTGAAGCACCGGGCGGCGGCACCCGG-3’
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Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 43 y 44: cebadores de PCR

Después, la regién que comprende la regidn del lado 5° que contiene la regién promotora del gen PS2, que es el
gen de la proteina de superficie celular de C. glutamicum y la regién que contiene la secuencia sefial de la proteina
SIpA de superficie celular de C. ammoniagenes, se amplificé por el método de PCR a partir de pPKSPTG1 construido
en el Ejemplo 4(2), como la plantilla, utilizando como molde la combinacién de SEQ ID No: 38 y SEQ ID No:
45.

El cebador que se muestra en SEQ ID No: 45 comprende la secuencia que codifica los aminodcidos N-terminales
de svPEP, para construir el gen de fusion fusionado a la svPEP que tiene la parte de pro-estructura.

(SEQ ID No: 38) 5’-GGCAAGCTTAAATTCCTGTGAATTAGGCTGA-3’
(SEQ ID No: 45) 5’-GGGGCGGTGATCGACGCCGCCTCTGCCGTTGCCACAGGTGCGGCCA-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 38 y 45: cebadores de PCR

Después, el fragmento del gen de la prepro-svPEP heter6logamente fusionado, que se ligé a la secuencia sefial de
la proteina SIpA de superficie celular de C. ammoniagenes y a la region del lado 5° que contiene la regién promotora
del gen PS2, se amplificé llevando a cabo una PCR cruzada con SEQ ID No: 38 y SEQ ID No: 44 utilizando como
moldes la mezcla que comprendia 1 ul de cada soluciéon de PCR de la region que contiene el gen que codifica la parte
de pro-estructura de svPEP y la svPEP madura, que se amplificaron respectivamente, y 1 ¢l de solucién de PCR de la
regién amplificada que comprende la regién del lado 5° que contiene la regién promotora del gen PS2 y la secuencia
sefial de la proteina SIpA de superficie celular de C. ammoniagenes.

(SEQ ID No: 38) 5’-GGCAAGCTTAAATTCCTGTGAATTAGCTTA-3’
(SEQ ID No: 44) 5’-GCCAAGCTTGAAGCACCGGCGGCGGCACCCGG-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 38 y SEQ ID No: 44: cebadores de PCR

El fragmento amplificado de aproximadamente 2,1 kb se detecto por electroforesis en gel de agarosa. El fragmento
de PCR se digiri6 con HindIII y después se sometid a electroforesis en gel de agarosa y el fragmento de aproxima-
damente 2,1 kb se recuper6 del gel de agarosa y se insertd en el sitio HindIII del pVSS1 descrito en el Ejemplo 6(1)
para obtener pVSSSP1, respectivamente. La secuencia del fragmento insertado se determiné de acuerdo con el método
convencional y se confirmé la construccién del gen de fusién buscado.

(4) Secrecion de la peptidasa especifica de prolina utilizando la secuencia sefial de la proteina de superficie celular
de C. ammoniagenes

Se transformé C. glutamicum ATCC13869 con el plasmido pVSSSPI1 construido y se seleccionaron las cepas
cultivadas en el medio de agar CM2S descrito con anterioridad que comprendia 5 mg/l de cloranfericol. Después,
las células de C. glutamicum ATCC13869 seleccionadas que contenian pVSSSP1 se cultivaron en un medio de cul-
tivo MMTG, descrito con anterioridad, que comprendia 5 mg/l de cloranfenicol a 30°C durante 70 horas. 10 ml
del sobrenadante del cultivo se separaron por centrifugacién al sobrenadante del medio de cultivo y las células.
Las células se suspendieron en un tampén de fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,0). La actividad de svPEP se deter-
miné de la siguiente manera: se afiadieron 50 ul del sobrenadante del medio de cultivo o de la suspension celular
a un tampo6n de fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0) que contenia Ala-Ala-Pro-pNA (Bachem Co. Ltd.) 0,25 mM
para dar una cantidad total de 0,06 ml, que se mantuvo a 30°C durante 20 minutos. Después, la reaccion se detu-
vo tras la adicién de 0,4 ml de 4cido acético al 50%. Se midi6 la absorbancia a 410 nm y se midi6 la cantidad
de p-NA (p-nitroanilida) liberada para determinar la actividad. Una unidad enzimdtica se definié como la canti-
dad de enzima que libera 1 umol de pNA por minuto. Como resultado, la actividad de svPEP no se detecté en
el sobrenadante del medio de cultivo, pero se detectd en la suspension celular. Realizando cédlculos a partir de los
valores de actividad detectada y de los valores de la actividad especifica (35,5 u/mg) descritos en el Ejemplo 7
(1), se confirmé la expresién y secrecion en la superficie de la célula de tanto como aproximadamente 50 mg/l de
svPEP.
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(5) Ruptura de la parte de pro-estructura de la transglutaminasa que tiene la pro-estructura por la serina proteasa
y la proteasa especifica de prolina expresada y secretada por C. glutamicum ATCC13869

Se transformé C. glutamicum ATCC13869 que alberga el plasmido de expresion secretora pPKSPTGI para la
transglutaminasa que tiene la parte de pro-estructura descrita en el Ejemplo 4(2), con el plasmido pVSSSP1 construi-
do, y se seleccionaron las cepas cultivadas en el medio de agar CM2S mencionado con anterioridad que comprendia
5 mg/l de cloranfericol y 25 mg/l de kanamicina. Después, la C. glutamicum ATCC13869 seleccionada que alberga
pPKSPTGI se cultivé en un medio de cultivo MMTG, descrito con anterioridad, que comprendia 5 mg/l de cloran-
fericol y 25 mg/l de kanamicina a 30°C durante 70 horas. Una vez finalizado el cultivo, se sometieron 10 ul del
sobrenadante del cultivo a SDS-PAGE y después se realizé una transferencia Western, de acuerdo con el método
convencional, utilizando anticuerpos anti-transglutaminasa previamente descritos. Como resultado, se confirmé que
SAMP45 y svPEP se expresaban y secretaban con normalidad, y que la parte de pro-estructura se escindié de la trans-
glutaminasa que tiene la parte de pro-estructura que también se habia secretado, confirmandose asi que la secrecién
de la transglutaminasa que tiene un peso molecular similar al de la transglutaminasa madura natural.

La actividad de la transglutaminasa se ensayé en el sobrenadante por el método de hidroxamato descrito con
anterioridad, lo que confirmé que contenfa una actividad especifica similar (aproximadamente 20 U/mg) a la de la
transglutaminasa natural.

Ademds, se transfirié en condiciones semi-secas a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF), después
de la SDS-PAGE, de acuerdo con el método previamente descrito. Después de la transferencia, la membrana de
difluoruro de polivinilideno se tifié con Azul Brillante de Coomassie, se lavé el colorante y se secd al aire. La porcién
que contenia la transglutaminasa madura se recortd y analiz6 para determinar la secuencia de aminodcidos N-terminal
utilizando un secuenciador de proteinas. Como resultado, se confirmé que tenia la misma secuencia N-terminal que la
transglutaminasa natural obtenida a partir de S. mobaraense comenzando con Asp ubicado en la posicién 77, que se
muestra en SEQ ID No: 6.

Ejemplo 8
Produccion secretora del factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF) utilizando el gen de fusion que contiene

la secuencia que codifica la secuencia sefial de la proteina de superficie celular de Corynebacterium ammoniagenes
ATCC6872 y la secuencia que codifica el factor de crecimiento epidérmico humano

(1) Construccion del gen del hEGF que contiene la secuencia seiial de la proteina de superficie celular de Cory-
nebacterium_glutamicum ATCC13869

La secuencia del gen de la proteina PS2 de superficie celular de Corynebacterium glutamicum ya ha sido deter-
minada [Mol. Microbiol., 9, 97-109 (1993)]. Los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 46 y SEQ ID No: 47 se
sintetizaron con referencia a esta secuencia. La region del gen que comprende la regién del lado 5’ y la regién que
codifica los 44 residuos de aminoacidos N-terminales correspondientes a PS2, se amplificé utilizando el método de
PCR a partir del ADN cromosémico de Corynebacterium glutamicum ATCC13869 que se habia preparado de acuerdo
con el método de Saito & Miura [Biochim., Biophys. Acta, 72, 619 (1963)]. El cebador que se muestra como SEQ ID
No: 46 contenia el sitio Kpnl en su extremo 5’ terminal que se requirié para insertar la regién en un plasmido.

(SEQ ID No: 46) 5’-GCTCGGTACCCAAATTCCTGTGAATTAGCTGATTTAG-3’
(SEQ ID No: 47) 5’-GTTGAAGCCGTTGTTGATGTTGAA-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 46 y 47: cebador PCR

Por otra parte, se sintetizaron los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 48 y No: 49. La regién que codifica el
hEGEF se amplificé por el método de PCR a partir del plasmido pT13SAhIL2-KS-hEGF(H3) (JP Kokai No: 64-2583)
que contiene la secuencia del gen para hEGF. Escherichi coli AJ12354 transformada con el pldsmido pT13SAIL2-
KS-hEGF(H3) que contiene el gen, fue originalmente depositada en la Agencia Administrativa Independiente, Insti-
tuto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada (Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi,
Ibaraki-ken, 305-8566 Japdn) el 20 de noviembre de 1987 y ha sido transferida al depdsito internacional segtn el
Tratado de Budapest el 18 de marzo de 2002, y le ha sido asignado el nimero de depdsito de FERM BP-7966.

El cebador que se muestra como SEQ ID No: 48 contiene la secuencia que codifica los aminoédcidos C-terminales de
la secuencia sefial de PS2, para construir el gen de fusién con la regiéon que comprende la regién del lado 5° y que tam-
bién comprende la regién que codifica 44 residuos de aminodcidos N-terminales de la proteina correspondiente a PS2.

(SEQ ID No: 48) 5’-AACATCAACAACGGCTTCAACAATTCCGATTCTGAGTGCCCT-3’

(SEQ ID No: 49) 5’-CGGCCACGATGCGTCCGGCG-3’
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Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 48 y 49: cebador de PCR

Después, el gen de fusion, en el que hGEF se ligé a la region que comprende la regién del lado 5 y la regién
que codifica 44 residuos de aminoacidos N-terminales de la proteina de superficie celular de Corynecbacterium glu-
tamicum, se amplificé realizando una PCR cruzada con SEQ ID No: 46 y SEQ ID No: 49 utilizando como molde la
mezcla que contenia 1 ul de la solucién de reaccién de PCR con la regiéon que comprende la region del lado 5° y la
region que codifica 44 residuos de aminoécidos N-terminales de la proteina de superficie celular de Corynecbacte-
rium glutamicum y 1 pl de la solucién de reaccion de PCR que contiene la region del gen del hEGF amplificado. El
fragmento de aproximadamente 0,9 kb se detect6 por electroforesis en gel de agarosa. El fragmento se recuperé del
gel de agarosa utilizando EASYTRAP Version 2 (Takarashuzo Co. Ltd.). E1 ADN recuperado fue escindido por Kpnl
y BamHI (Takarashuzo Co. Ltd.), se purificé por el sistema DNA Clean-UP (Promega), y se insert6 en el sitio Kpnl-
BamHI del plasmido pPK4 descrito en JP-Kokai Num. 9-322774 para obtener pPKEGF. La secuencia nucleotidica del
fragmento insertado se determiné utilizando el kit Dye Terminator Cycle Sequencing (PE Applied Biosystems) y el
Secuenciador de ADN 373A (PE Applied Biosystems), para confirmar la construccién del gen de fusién esperado.

(2) Construccion del gen del hEGF que contiene la secuencia seiial de Corynebacterium ammoniagenes ATCC6872

Los cebadores que se muestran en SEQ ID No: 24 y SEQ ID No: 50 se sintetizaron con referencia a la secuencia
del gen de la proteina de superficie celular (SIpA) [JP-Kokai Num. 10-108675] de C. ammoniagenes y la regién que
comprende la regién del lado 5° que contiene la regién promotora del gen de la proteina de superficie celular (SIpA) y
la regién que codifica sus 25 residuos de aminodcidos N-terminales se amplific6 utilizando el método de PCR a partir
del ADN cromosémico de C. ammoniagenes preparado de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 8(1). El
cebador que se muestra en SEQ ID No: 50 también contenia la secuencia que codifica los aminodcidos N-terminales
del hEGF, para construir el gen de fusién fusionado con hEGF.

(SEQ ID No: 24) 5’-GCCCAGAAGCCCAAAATTGAGATTT-3’
(SEQ ID No: 50) 5’-AGGGCACTCAGAATCGGAATTTGCCGTTGCCACAGGTGCGGCC-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 24 y 50: cebadores de PCR

Se sintetizaron los cebadores indicados en SEQ ID No: 51 y SEQ ID No: 49 y la regién que codifica el hEGF se
amplificé a partir del plasmido pT13SAhIL2-KS-hEGF(H3) (JP Kokai No: 64-2583) que contiene la secuencia del
gen del hEGF.

(SEQ ID No: 49) 5°-CGGCCACGATGCGTCCGGCG-3’
(SEQ ID No: 51) 5’-AATTCCGATTCTGAGTGCCCT-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 49y 51: cebadores de PCR

El gen de fusidn, en el que el gen del hGEF se lig6 a la regién del lado 5’ y a la regién que codifica 25 residuos
de aminodcidos N-terminales de la proteina de superficie celular (SIpA) de C. ammoniagenes, se amplificé realizando
una PCR cruzada con SEQ ID No: 49 y SEQ ID No: 24 utilizando como moldes la mezcla que contenia 1 ul de la
solucién de PCR de la region del lado 5° amplificada y la region que codifica 25 residuos de aminodcidos N-terminales
de la proteina de superficie celular (SIpA) de C. ammoniagenes y 1 ul de la solucién de PCR para la regién del gen
del hEGF.

Ademés, se sintetizaron los cebadores indicados en SEQ ID No: 52 y SEQ ID No: 53, y la region del lado 5’ de
la proteina correspondiente a PS2 se amplificé por el método de PCR utilizando el plasmido pKEGF obtenido en el
Ejemplo 8(1) como molde. El cebador que se muestra en SEQ ID No: 53 también contenia la secuencia del extremo
3’-terminal de la regién del lado 5° de la proteina correspondiente a PS2 y la regién que codifica los aminodcidos N-
terminales de la secuencia sefial de la proteina de superficie celular (SIpA) de Corynebacterium ammoniagenes.

(SEQ ID No: 52) 5’-GAATTCGAGCTCGGTACCCA-3’

(SEQ ID No: 53) 5’-AGCGATTTCATGCGTTTCATAGAGGCGAAGGCTCCTTGAA-3’
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Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 52 y 53: cebadores de PCR

Por otra parte, la regién del gen del hEGF que contiene la secuencia sefial de la proteina de superficie celular
(SIpA) de Corynecbacterium ammoniagenes se amplificé utilizando los cebadores indicados en SEQ ID No: 54 y
SEQ ID No:49 preparados tomando como base el gen de fusion del hEGF, que comprende la secuencia sefal y la
regién del lado 5° de la proteina de superficie celular (SIpA) de Corynecbacterium ammoniagenes. Para la PCR, se
utiliz6 ADN polimerasa Pyrobest (Takarashuzo Co. Ltd.) y las condiciones de reaccién siguieron el protocolo de las
instrucciones.

(SEQ ID No: 49) 5’-CGGCCACGATGCGTCCGGCG-3’
(SEQ ID No: 54) 5’-ATGAAACGCATGAAATCGCTGGC-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 49 y 54: cebadores de PCR

Después, el gen de fusion del hGEF, que se ligé a la region que codifica los 25 residuos de aminoacidos N-
terminales de la proteina de superficie celular (SIpA) de Corynecbacterium ammoniagenes y a la region del lado 5’
que codifica la proteina correspondiente a PS2 de Corynecbacterium glutamicum, se amplific realizando una PCR
cruzada con SEQ ID No: 52 y SEQ ID No: 49 utilizando la mezcla que contenia 1 ul de la solucién de PCR de la
region del lado 5° amplificada para la proteina correspondiente a PS2 de Corynecbacterium glutamicum y 1 ul de la
solucién de PCR de la proteina de superficie celular (SIpA) de Corynecbacterium ammoniagenes. Para la PCR, se
utiliz6 ADN polimerasa Pyrobest (Takarashuzo Co. Ltd.) y las condiciones de reaccién siguieron el protocolo de las
instrucciones. El fragmento amplificado de aproximadamente 0,9 kb se detect6 por electroforesis en gel de agarosa.
Este fragmento se recuper6 del gel de agarosa utilizando EASYTRAP Version 2 (Takarashuzo Co. Ltd.), se digirié
con Kpnl y BamHI (Takarashuzo Co. Ltd.) y se purificé por el sistema DNA Clean-UP (Promega). El fragmento se
insert6 en el sitio Kpnl-BamHI del plasmido pPK4 descrito en JP-Kokai Num. 9-322774 para obtener pPSEGF. La
secuencia nucleotidica del fragmento insertado se determiné utilizando el kit Dye Terminator Cycle Sequencing (PE
Applied Biosystems) y el Secuenciador de ADN 373A (PE Applied Biosystems), para confirmar la construccién del
gen de fusién esperado.

(3) Generacion de cepas productoras de hEGF

Se transformé C. glutamicum ATCC13869 con el plasmido de expresion de hEGF pPSEGF construido en (2) por
el método de electroporacion para obtener cepas resistentes a la kanamicina. Las cepas obtenidas se cultivaron con
agitacion a 30°C durante 3 dias con medio liquido MMTG (60 g de glucosa, 0,4 g de sulfato de magnesio heptahidrato,
30 g de sulfato de amonio, 1 g de dihidrégeno fosfato de potasio, 0,01 g de sulfato ferroso heptahidrato, 0,01 g de
sulfato de manganeso (II) pentahidrato, 450 ug de hidrocloruro de tiamina, 450 pg de biotina, 0,15 g de DL-metionina,
50 g de carbonato de calcio por litro de agua destilada, ajustado a pH 7,5) que contenia 5 mg/ml de kanamicina. Las
células se eliminaron por centrifugacién y 10 ul del sobrenadante del cultivo se sometieron a SDS-PAGE. El hEGF
comercialmente disponible (PEPRO TECHEC LTD) se someti6 simultdneamente a electroforesis como estandar, y
se llevd a cabo la tincién con Azul Brillante Coomassie (CBB). Los resultados mostraron que la banda se detectd en
la posicién correspondiente a la misma movilidad que el estdndar. Se observaron otras pocas proteinas impuras en el
sobrenadante del cultivo.

(4) Determinacion de la cantidad de hEGF producida por la cepa productora de hREGF que alberga el pldsmido
pPSEGF

El sobrenadante del cultivo de la cepa productora de hEGF se analiz6 con una columna de HPLC (YMC-
AP203Ca300A.C18, tamafio de particulas 5 um, 4,6 mm de didmetro x 250 mm de longitud), utilizando como tam-
pones TFA 0,1%/acetonitrilo 24%, TFA 0,1%/acetonitrilo 44%, un gradiente lineal de 1%/min., caudal de flujo de 1,0
ml/min., y deteccién a 280 nm. La cuantificacién se llevé a cabo comparando el drea del pico con el drea observada
cuando se analiz6 el hEGF estdndar, lo que revel6 un valor de aproximadamente 100 mg/1.

(5) Determinacion de la actividad biolégica del hEGF secretado por la cepas productora de hEGF que alberga el
pldsmido pPSEGF

Se determind la actividad del EGF en el cultivo del sobrenadante de la cepa productora de hEGF. Se coloca-

ron células MCF-7 (A.V. Krishman, Journal of Bone and research, 6, 1099-1107, 1991) en una placa de 96 pocillos
a una densidad celular inicial de 1 x 10* por pocillo y se afiadié a los pocillos la dilucién seriada a la mitad del
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sobrenadante del cultivo de la cepa productora de EGF. La captacién de timidina se determiné después de 72 ho-
ras. La actividad fue de 1,4 x 10° U/ml, segin lo calculado por comparacién con el valor del hEGF esténdar, de
10" U/mg.

(6) Andlisis de la secuencia de aminodcidos N-terminales del hEGF secretado por la cepa productora de EGF que
alberga el plasmido pPSEGF

120 ul del sobrenadante del cultivo de la cepa productora de EGF se aplicaron a la columna de HPLC, y se aislaron
utilizando las condiciones descritas para la cuantificacién por HPLC. Se recolectd el pico correspondiente a la posicién
de elucion del hEGF estandar. La determinacion se llevé a cabo utilizando el secuenciador de aminodcidos PPSQ-10
(Shimadzu Co.) en fase gaseosa. Los resultados fueron: Asn para el primer residuo; Ser para el segundo residuo;
Asp para el tercer residuo; Ser para el cuarto residuo, respectivamente, desde el extremo N-terminal. Los resultados
correspondieron a la secuencia de aminodcidos N-terminales del hEGF indicadas en SEQ ID No: 55.

(7) Determinacion del peso molecular del hEGF secretado por la cepa productora de EGF que alberga el pldsmido
pPSEGF

120 w1 del sobrenadante del cultivo de la cepa productora de hEGF se aplicaron a la columna de HPLC, y se
aislaron utilizando las condiciones descritas en (4).

Se recolect6 el pico de hEGF eluido. La muestra se aplicé nuevamente a la misma HPLC para fraccionamiento,
lo que confirmé que la muestra exhibié un pico en HPLC. La muestra se sometié a espectroscopia de masas. La de-
terminacion se llevé a cabo utilizando un MALDI-TOFMS (espectrometro de masas con desionizacién laser asistida
por matrices - tiempo de vuelo) MALDI IV (Shimadzu Co.). El promedio de las dos mediciones fue de 6176. El
resultado se encontraba dentro del limite de error del valor teérico de 6217, que se habia calculado para el peso mole-
cular del hEGF, suponiendo que existieran tres enlaces S-S en la molécula. Asi, se confirmé que el hEGF producido
por la cepa productora de EGF preparada por el método descrito, tiene la secuencia de aminodcidos y la estructura
esperada.

Ejemplo 9
Construccion de Corynecbacterium glutamicum AJI12036 mejorada en la secrecion de proteinas heterdlogas, cons-

truccion de la cepa de interrupcion del gen de la proteina de superficie celular (PS2) obtenida a partir de AJ12036, y
la estimacion de la produccion de proteina heterdloga utilizando estas cepas mutantes

(1) Produccion de la cepa de interrupcion del gen de la proteina de superficie celular (PS2) obtenida a partir de
Corynecbacterium glutamicum AJ12036

La cepa AJ12036 resistente a la Estreptomicina (Sm) se habia desarrollado a partir de Corynecbacterium glutami-
cum ATCC13869 y AJ12036 se ha utilizado como hospedante para la recombinacién genética con Corynebacterium
glutamicum (Patente de los Estados Unidos No. 4.822.738). Se deposité Corynecbacterium glutamicum (antes, Bre-
vibacterium lactofermentum) AJ12036 en el Instituto Nacional de Tecnologia Microbiana, Agencia de Ciencia y Tec-
nologia Industrial (Actualmente, Agencia Administrativa Independiente, Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia
Industrial Avanzada, Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566 Japon) el 26 de
marzo de 1984, como FERM BP-734.

Dado que se revel6 que la cepa AJ12036 secretaba ligeramente la proteina de superficie celular (PS2) al medio
de cultivo, se supuso que la eficiencia de secrecion de las proteinas podia mejorarse atin mds llevando a cabo la
interrupcidn del gen para que se torne completamente deficiente en la produccién de PS2. Por lo tanto, se construy6
la cepa completamente deficiente en el gen de PS2 utilizando recombinacién homdloga de acuerdo con lo descrito a
continuacion.

Los cebadores descritos a continuacion se sintetizaron con referencia al ADN cromosémico de Corynebacterium
glutamicum ATCC13869 preparado de acuerdo con el método de Saito & Miura [Biochim. Biophys. Acta., 72, 619
(1963)] y se llevo a cabo una PCR con la combinacién de SEQ ID No: 56 y 57, y SEQ ID No: 58 y 59. La secuen-
cia del gen de PS de Corynebacterium glutamicum ATCC13869 se describi6 en la Patente de los Estados Unidos
No. 5.547.864, y una parte de la regién codificadora y su secuencia génica del lado 5’ se describieron en SEQ ID
No: 4.

Se realiz6 la PCR cruzada con cada fragmento amplificado y la combinacién de los cebadores de SEQ ID No: 56
y No: 59, para amplificar el fragmento APS2 en el que la regién promotora y la regioén del extremo N-terminal de
la region codificadora del gen de PS2 se suprimieron del gen de PS2. Este fragmento se cloné en el sitio Smal de
pUC19 para construir pUAPS2. pUAPS?2 se digirié con Kpnl y Xbal para escindir el fragmento APS2 y se construy6
pHSAPS?2 insertando el fragmento en el sitio Kpnl-Xbal de pHS4 (Patente de los Estados Unidos No. 5.616.489), que
es un vector plasmido sensible a la temperatura obtenido a partir de pHM1519. La Escherichia coli AJ12570 trans-
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formada con el plasmido pHS4 se deposit6 en el Instituto Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana, Agencia de
Ciencia y Tecnologia Industrial, Ministerio de Comercio Internacional e Industria (Actualmente, Agencia Administra-
tiva Independiente, Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada, Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi
1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566 Japén) el 11 de octubre de 1990 como FERM BP-3523.

(SEQ ID No: 56) 5’-act ggg agg cta tct cca tt-3’

(SEQ ID No: 57) 5’-atc gat ctg atc acg tta ca-3’

(SEQ ID No: 58) 5’-tgt aac gtg at caga tcg att cac tgg tcg aca ccg ttg a-3’

(SEQ ID No: 59) 5’-acg gaa gct acc ttc gag gt-3’

Texto libre de listado de secuencias
SEQ ID No: 56 a SEQ ID No: 59: cebadores de PCR

pHSAPS?2 se introdujo en AJ12036 por electroporacién, y la cepa completamente deficiente en el gen de PS2 se
obtuvo por la recombinacién homologa descrita en la Patente Japonesa No. 2.763.054. Esta cepa se designd cepa
YDKO10.

(2) Estimacion de la produccion secretora de las proteinas heterologas utilizando Corynebacterium glutamicum
AJ12036 y la cepa para la interrupcion del gen de la proteina de superficie celular (PS2) obtenida a partir de AJ12036

El plasmido de expresién de la protransglutaminasa pPKSPTGl1, que se describi6 en el Ejemplo 4 (2), se introdujo
en las cepas AJ12036 y YDKO10 para obtener los transformantes. Estos transformantes y la cepa de control obtenida
por introducciéon de pPKSPTG1 en la Corynebacterium glutamicum ATCC14869 de tipo salvaje se utilizaron para
estimar la cantidad de produccién secretora.

Similarmente, se estim¢ la cantidad de produccién secretora para el plasmido pVSS1 de expresion secretora de
SAMP45, para el plasmido pVSSSP1 de expresién secretora de sVPEP y para el plasmido pPSEGF de expresion
secretora del hEGF, después de obtener los transformantes de la cepa AJ12036 y de la cepa YDKOI10, respecti-
vamente.

Las cepas cultivadas durante toda la noche en el medio de agar CM2S que comprendia 25 ug/l de kanamicina
a 30°C, se inocularon en grandes tubos que contenian 4 ml de medio MMTG (Glucosa 60 g/l, MgSO, - 7TH,O 1g/1,
MnSO, - 4H,0 1 g/, FesO, - 7TH,0 1g/1, (NH,),SO, 30 g/1, KH,PO, 1,5 g/l, VBI - HCI 450 pg/l, Biotina 450 ug/l,
DL-Met 0,15 g/1, pH 7,5) suplementado con CaCO; 5% y 25 ug/ml de kanamicina, durante 3 dias a 30°C.

TABLA 3

Cantidad de protransglutaminasa producida extracelularmente por las cepas mutantes

Cepa Productora Protransglutaminasa
ATCC13869/pPKSPTG1 235 mg/l
AJ12036/pPKSPTGH1 680
YDKO10/pPKSPTG1 700

TABLA 4

Cantidad de SAMP45 producida extracelularmente por las cepas mutantes

Cepa Productora SAMP45
ATCC13869/pVSST 9 mg/l
AJ12036/pVSS1 20
YDKO010/pVSS1 22
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TABLA 5

Cantidad de svPEP producida extracelularmente por las cepas mutantes

Cepa Productora svPEP

ATCC13869/pVSSSP1 50 mg/l

AJ12036/pVSSSP1 130

YDKO010/pVSSSP1 150
TABLA 6

Cantidad de hEGF producida extracelularmente por las cepas mutantes

Cepa Productora hEGF
ATCC13869/pPSEGF 100 mg/l
AJ12036/pPSEGF 280
YDKO010/pPSEGF 290

Como puede observarse en las Tablas 3 a 6, se produjo un notorio aumento de la produccién de SAMP45, svPEP
y hEGF al cambiar el huésped de tipo salvaje por la cepa AJ12036 resistente a la estreptomicina. Sin embargo, s6lo
se observé una ligere mejora en la cantidad de produccién secretora por supresion total del gen de la proteina de
superficie celular (PS2) de la cepa AJ12036. El efecto negativo causado por la inhibicién competitiva de la secrecién
de PS2 sobre la secrecién de la protransglutaminasa o hEGF no se observé significativamente en estos casos. Sin
embargo, no se observo secreciéon de PS2 en absoluto en la cepa completamente deficiente en el gen de PS2, lo que
contribuy6 a la reduccion de las proteinas contaminadas no deseadas en el medio de cultivo. Esto es meritorio durante
la purificacién de la protransglutaminasa o hEGF.

Ejemplo 10
Factores efectivos en el cultivo sobre la secrecion de la protransglutaminasa

El transformante obtenido por transformaciéon de la cepa YDKO10 de Corynebacterium glutamicum con el
pPKSPTGI1 descrito con anterioridad se utilizé para estimar las condiciones de cultivo para la produccion secreto-
ra de protransglutaminasa.

Las cepa cultivada durante la noche en el medio de agar CM2S que comprendia 25 ug/l de kanamicina a 30°C,
se inoculd en un matraz Sakaguchi de 500 ml que contenia 20 ml de medio liquido CM2S y se cultivé hasta el dia
siguiente a 30°C. Esto se utiliz6 para cultivo de semillas.

Los efectos de la adicién de CaCl, se estimaron en un recipiente tipo S que contenia medio liquido MMTG
(Glucosa 60 g/1, MgSO, - TH,0 1 g/, MnSO, - 4H,0 1 g/l, FesO, - TH,O 1 g/1, (NH,),SO, 30 g/l, KH,PO, 1,5 g/1,
VBI1 - HCI 450 ug/l, Biotina 450 ug/l, DL-Met 0,15 g/1, pH 7,5) como medio basal suplementado con 25 ug/ml de
kanamicina. Se colocaron 300 ml de medio en el matraz. La cantidad de siembra fue del 5% (15 ml) y la concentracién
de oxigeno disuelto se controld en 3% o menor. El cultivo se llevé a cabo a 30°C durante 3 dias.

Después del cultivo, 10 ul del sobrenadante del cultivo se sometieron a SDS-PAGE y se realizé una transferen-
cia Western, de acuerdo con el método convencional, utilizando los anticuerpos anti-transglutaminasa descritos con
anterioridad. Los resultados mostraron el efecto de la adicion de calcio, observandose un aumento en la cantidad de
secrecion de aproximadamente 1,3 a 2 veces en grupos a los que se afiadi6 calcio, en comparacién con los grupos a
los que no se afiadio.

TABLA 7

Efecto del ion calcio sobre la produccion secretora de protransglutaminasa

CaCl; (g/1) Acumulacién de Relacién relativa
protransglutaminasa (mg/l)
0 460 1
0,25 610 1,3
0,5 790 1,7
1,0 810 1,8
2,0 930 2,0
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Las condiciones para la aeracién y agitacién también se estudiaron utilizando el medio MMTG que contenia 0,2
g/l de CaCl,, lo que revel6 que los mejores resultados se obtuvieron controlando la concentracién de oxigeno disuelto
en 3%, que es el limite de medicién, o menor (Tabla 8).

TABLA 8

Efecto de la concentracion de oxigeno disuelto sobre la produccion secretora de protransglutaminasa

Concentracién de oxigeno | Acumulacion de Relacion relativa
disuelto protransglutaminasa (mg/l)
Menor que 3% 930 1,43
Controlando en 3% 810 1,25
Controlando en 5% 650 i 1

De acuerdo con la presente invencién, pueden producirse proteinas ttiles, por ejemplo proteinas heterélogas tales
como transglutaminasa o factor de crecimiento epidérmico humano, en gran cantidad y pueden ser secretadas extra-
celularmente en forma eficiente (produccidn por secrecién) por bacterias corineformes. Las proteinas producidas de
acuerdo con los métodos de la presente invencidn se secretan al medio de cultivo, lo que hace posible recuperar con
facilidad la proteina de los medios de cultivo, a gran escala, utilizando métodos apropiados conocidos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una proteina heteréloga, que comprende cultivar Corynebacterium glutamicum
AJ12036 (FERM BP-734) o una mutante que puede obtenerse a partir de AJ12036 (FERM BP-734), que tiene la
capacidad de secretar la proteina heteréloga en al menos el doble de la cantidad secretada por la Corynebacterium
glutamicum ATCC13869 de tipo salvaje, que tiene una construccidn de expresion genética en la que una secuencia
de 4cido nucleico que codifica una regién del péptido sefial, que funciona en una bacteria corineforme y que puede
obtenerse a partir de una bacteria corineforme, estd conectada al lado 3° de una secuencia promotora que funciona
en una bacteria corineforme y una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina heteréloga estd conectada
al lado 3° de dicha secuencia de 4cido nucleico que codifica dicha region del péptido sefial, permitiendo que dicha
bacteria corineforme produzca dicha proteina heteréloga, y recuperar dicha proteina heteréloga producida.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la bacteria corineforme mutante es una cepa mutante que no produce
una proteina PS2 de superficie celular.

3. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el péptido sefial es un péptido sefial de una
proteina de superficie celular de una bacteria corineforme.

4. El método de la reivindicacion 1 o 2, en el que el péptido sefial es un péptido sefial de una proteina de la superficie
celular de Corynebacterium glutamicum.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que el péptido sefial tiene la secuencia de aminodcidos de SEQ ID No. 1
o SEQ ID No. 2.

6. El método de la reivindicacion 1 o 2, en el que el péptido sefial es un péptido sefial de una proteina de superficie
celular obtenida de Corynebacterium ammoniagenes.

7. El método de la reivindicacién 6, en el que el péptido sefial tiene la secuencia de aminoécidos de SEQ ID No. 3.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el cultivo de la bacteria corineforme mutante
se realiza en un medio que contiene 2,25 mM o mds de ion calcio.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el cultivo de la bacteria corineforme mutante
se realiza controlando la concentracién de oxigeno disuelto en 3% o menor.
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LISTA DE SECUENCIAS
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<210>2
<211> 30
<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 2

Met Phe Asn Asn Arg lle Arg Thr Ala Ala Leu Ala Gly Ala Ile Ala

1 5

Ile Ser Thr Ala Ala Ser Gly Val Ala Ile Pro Ala Phe Ala
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<210>3
<211>25
<212> PRT

<213> Corynebacterium ammoniagenes
<400> 3
Met Lys Arg Met Lys Ser Leu Ala Ala Ala Leu Thr Val Ala Gly Ala
1 S 10 15

Met Leu Ala Ala Pro Val Ala Thr Ala
20 25

<210> 4
<211> 782
<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>
<221> CDS
<222> (579)..(782)

<400> 4
aaattcctgt gaattagetg atttagtact tttcggaggt gtctattett accaaatcegt 60

caagttgtgg gtagagtcac ctgaatatta attgcaccge acgggtgata tatgettatt 120

tgctcaagta gttegaggtt aagtgtatit taggtgaaca aatttcaget tcgggtagaa 180

gactttcgat gegettcaga gettctattg ggaaatctga caccacttga ttaaatagee 240

tacccccgaa ttggggeatt ggteattttt tgetgtgaag gtagtittga tgeatatgac 300

ctgegtitat aaagaaatgt aaacgtgatc agatcgatat aaaagasaca gtttgtactc 360

aggtttgaag cattttctcc gattcgectg geaaaaatet caattgtege ttacagtttt 420

tctcaacgac aggetgctaa getgetagtt cggtggecta gtgagtggeg tttacttgga 480

taaaagtaat cccatgtcgt gatcagccat tttgggttgt ttccatagca atccaaaggt 540
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ttcgtettte gatacctatt caaggagect tcgectet atg tit aac aac cgt atc 596
Met Phe Asn Asn Arg Ile
1 5

cge act gea get cte get gegt gea ate gea ate tec acc gea get tee 644
Arg Thr Ala Ala Leu Ala Gly Ala Ile Ala Ile Ser Thr Ala Ala Ser
10 15 20

gge gta get ate cca gea tic get cag gag acc aac cca ace ttec aac 692
Gly Val Ala Ile Pro Ala Phe Ala Gln Glu Thr Asn Pro Thr Phe Asn
25 30 35

atc aac aac ggc ttc aac gat get gat gga tcc ace atc cag cca gtt 740
Ile Asn Asn Gly Phe Asn Asp Ala Asp Gly Ser Thr Ile Glmn Pro Val
40 45 50

gag cca gtt aac cac acc gag gaa acc ctc cge gac ctg act 782
Glu Pro Val Asn His Thr Glu Glu Thr Leu Arg Asp Leu Thr
59 60 65

<210> 5
<211> 68
<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum
<400> 5
Met Phe Asn Asn Arg Ile Arg Thr Ala Ala Leu Ala Gly Ala Ile Ala
1 5 10 15

Ile Ser Thr Ala Ala Ser Gly Val Ala Ile Pro Ala Phe Ala Gln Glu
20 25 30

Thr Asn Pro Thr Phe Asn lle Asn Asn Gly Phe Asn Asp Ala Asp Gly
35 40 45

Ser Thr Ile Gln Pro Val Glu Pro Val Asn His Thr Glu Glu Thr Leu
50 55 60

<210> 6
<211> 1809
<212> ADN
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<213> Streptoverticillium mobaraense
<220>

<221> CDS

<222> (578)..(1798)

<400> 6
gtcgacgegg gecgggages getgegsegg cgeecticgg ctgtgtggae gaagegtege 60

gtcggagggg cggeeggata tegtectitgg ggegggetgg ccggaattge cgecatggtg 120

ttgecgegegga atcgaccega agacatgate acttetegta tccaccegat cacgtatceg 180
ggagicgaga agtgttacge cgtgeecetg teegegteet caccectgte gecgtgacag 240
cgaccegegt tettecacte geacggacgg ceccacagga cettteggee cgggetegee 300
cegeegeete ggtlgacggee tecgaataac geggeegeeg gggeetegge cggtigaceg 360
atccgggtea cgegececge cgggeggeeg gecacgtecg gtetegeeee gecegacate 420
ggetgegact geettegete geacttette cegecteceg gecgegtttt tecgeegeeg 480
aaggtgegge gacgegtace gaatcecect teatcgegac glgctteege acggecgegt 540
tcaacgatgt tccacgacaa aggagttgea gegtttee atg cgc ata cge cgg aga 599

Met Arg Ile Arg Arg Arg

1 5
get cte gte tte gee act atg agt geg gtg tta tege acc gee gga tte 643
Ala Leu Val Phe Ala Thr Met Ser Ala Val Leu Cys Thr Ala Gly Phe
10 15 20

atg ccg teg gee gge gag gee gee gee gac aat gegc geg ggg gaa gag 691
Met Pro Ser Ala Gly Glu Ala Ala Ala Asp Asn Gly Ala Gly Glu Glu

25 30 35

acg aag tcc tac gce gaa acc tac cge cte acg geg gat gac gtc geg 739
Thr Lys Ser Tyr Ala Glu Thr Tyr Arg Leu Thr Ala Asp Asp Val Ala
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40 45 50

aac atc aac gcg ctc aac gaa age get ccg gee get teg age gee gge
Asn lle Asn Ala Leu Asn Glu Ser Ala Pro Ala Ala Ser Ser Ala Gly
55 60 65 70

ccg teg tic cgg gee cec gac tec gac gac agg gte ace cet cee gee
Pro Ser Phe Arg Ala Pro Asp Ser Asp Asp Arg Val Thr Pro Pro Ala
75 80 85

gag ccg ctc gac agg atg ccc gac ccg tac cgt cce teg tac gge agg
Glu Pro Leu Asp Arg Met Pro Asp Pro Tyr Arg Pro Ser Tyr Gly Arg
90 95 100

gee gag acg gtc gte aac aac tac ata cgc aag tgg cag cag gte tac
Ala Glu Thr Val Val Asn Asn Tyr Ille Arg Lys Trp Gln Gln Val Tyr
105 110 115

agc cac cgC gac ggc agg aag cag cag atg acc gag gag cag ¢gg gag
Ser His Arg Asp Gly Arg Lys Gln Gln Met Thr Glu Glu Gln Arg Glu
120 125 130

tgg ctg tee tac gge tge gte ggt gte acc tgg gtc aat teg get cag
Trp Leu Ser Tyr Gly Cys Val Gly Val Thr Trp Val Asn Ser Gly Gln
135 140 145 150

tac ccg acg aac aga ctg gee ttec geg tee tie gac gag gac agg tte
Tyr Pro Thr Asn Arg Leu Ala Phe Ala Ser Phe Asp Glu Asp Arg Phe
155 160 168

787

835

883

831

979

1027

1075
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aag aac gag ctg aag aac ggc agg ccc cgg tec gge gag acg cgg gcg
Lys Asn Glu Leu Lys Asn Gly Arg Pro Arg Ser Gly Glu Thr Arg Ala
170 175 180

gag ttc gag ggc cge gtc geg aag gag agce itc gac gag gag aag ggc
Glu Phe Glu Gly Arg Val Ala Lys Glu Ser Phe Asp Glu Glu Lys Gly
185 190 195

ttc cag cgg geg cgt gag gtg geg tee gte atg aac agg gee ctg gag
Phe Gln Arg Ala Arg Glu Val Ala Ser Val Met Asn Arg Ala Leu Glu
200 205 210

aac gcc cac gac gag age get tac cte gac aac cte aag aag gaa ctg
Asn Ala His Asp Glu Ser Ala Tyr Leu Asp Asn Leu Lys Lys Glu leu
215 220 225 230

geg aac gge aac gac gee ctg cge aac gag gac gee cgt tee ceg tte
Ala Asn Gly Asn Asp Ala Leu Arg Asn Glu Asp Ala Arg Ser Pro Phe
235 240 245

tac tcg geg ctg cge aac acg ccg tee ttc aag gag cgg aac gga ggce
Tyr Ser Ala Leu Arg Asn Thr Pro Ser Phe Lys Glu Arg Asn Gly Gly
250 255 260

aat cac gac ccg tcc agg atg aag gce gte atc tac tcg aag cac tic
Asn His Asp Pro Ser Arg Met Lys Ala Val Ile Tyr Ser Lys His Phe
265 270 275

1123

17

1219

1267

1315

1363

1411
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tgg agc ggc cag gac cgg teg
Trp Ser Gly Gln Asp Arg Ser
280 285

gac ccg gac gee tte cge cce
Asp Pro Asp Ala Phe Arg Pro
295 300

tcg agg gac agg aac att ccg
Ser Arg Asp Arg Asn lle Pro
315

tte gtc aat ttc gac tac ggc
Phe Val Asn Phe Asp Tyr Gly

330

gce gac aag acc gte tgg acce

ES 2335750 T3

agt teg gec gac aag agg aag tac ggc
Ser Ser Ala Asp Lys Arg Lys Tyr Gly

gee ceg ggC ace
Ala Pro Gly Thr
305

cgc agc ccc ace
Arg Ser Pro Thr
320

tgeg ttc gee gee
Trp Phe Gly Ala

335

cac gega aat cac

Ala Asp Lys Thr Val Trp Thr His Gly Asn His

345

gge age ctg ggt gee atg cat
Gly Ser Leu Gly Ala Met His
360 365

tee gag ggt tac teg gac tte
Ser Glu Gly Tyr Ser Asp Phe

375 380

atc ccc aag age tgg aac acc

350

gtc tac gag age
Val Tyr Glu Ser

gac cgc gga gec
Asp Arg Gly Ala
385

290

gge ctg gte
Gly Leu Val

age cce ggt
Ser Pro Gly

cag acg gaa
Gln Thr Glu
340

tat cac gecg
Tyr His Ala
355

aag ttc cge
Lys Phe Arg
370

tat gtg atc
Tyr Val Ile

gac atg
Asp Met
310

gag gga
Glu Gly
325

gCg gac
Ala Asp

cece aat

Pro Asn

aac tgg
Asn Trp

ace ttc
Thr Phe
390

gcec ccc gac aag gta aag cag gge tgeg

1459

1507

1555

1603

1651

1699

1747

1795
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Ile Pro Lys Ser Trp Asn Thr Ala Pro Asp Lys Yal Lys 6ln Gly Trp
395 400 405

ccg tgatgtgage g

Pro

<211> 407
<212> PRT

<213> Streptoverticillium mobaraense

<400> 7

Met Arg lle Arg Arg Arg Ala Leu Val Phe Ala Thr Met Ser Ala Val
1 5 10 15

Leu Cys Thr Ala Gly Phe Met Pro Ser Ala Gly Glu Ala Ala Ala Asp
20 25 30

Asn Gly Ala Gly Glu Glu Thr Lys Ser Tyr Ala Glu Thr Tyr Arg Leu
35 40 45

Thr Ala Asp Asp Val Ala Asn Ile Asn Ala Leu Asn Glu Ser Ala Pro
50 55 60

Ala Ala Ser Ser Ala Gly Pro Ser Phe Arg Ala Pro Asp Ser Asp Asp
65 70 75 80

Arg Val Thr Pro Pro Ala Glu Pro Leu Asp Arg Met Pro Asp Pro Tyr

1809
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85 90 95

Arg Pro Ser Tyr Gly Arg Ala Glu Thr Val Val Asn Asn Tyr lle Arg
100 105 110

Lys Trp Gln Gln Val Tyr Ser His Arg Asp Gly Arg Lys Gln Gln Met
115 120 125

Thr Glu Glu Gln Arg Glu Trp Leu Ser Tyr Gly Cys Val Gly Val Thr
130 135 140

Trp Val Asn Ser Gly Gln Tyr Pro Thr Asn Arg Leu Ala Phe Ala Ser
145 150 155 160

Phe Asp Glu Asp Arg Phe Lys Asn Glu Leu Lys Asn Gly Arg Pro Arg
165 170 175

Ser Gly Glu Thr Arg Ala Glu Phe Glu Gly Arg Val Ala Lys Glu Ser
180 185 190

Phe Asp Glu Glu Lys Gly Phe Gln Arg Ala Arg Glu Val Ala Ser Val
195 200 205

Met Asn Arg Ala Leu Glu Asn Ala His Asp Glu Ser Ala Tyr Leu Asp
210 215 220

Asn Leu Lys Lys Glu Leu Ala Asn Gly Asn Asp Ala Leu Arg Asn Glu
225 230 235 240
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Asp Ala Arg Ser Pro Phe Tyr Ser Ala Leu Arg Asn Thr Pro Ser Phe
245 250 255

Lys Glu Arg Asn Gly Gly Asn His Asp Pro Ser Arg Met Lys Ala Val
260 265 270

Ite Tyr Ser Lys His Phe Trp Ser Gly Gln Asp Arg Ser Ser Ser Ala
275 230 285

Asp Lys Arg Lys Tyr Gly Asp Pro Asp Ala Phe Arg Pro Ala Pro Gly
290 295 300

Thr Gly Leu Val Asp Met Ser Arg Asp Arg Asn 1le Pro Arg Ser Pro
305 310 315 320

Thr Ser Pro Gly Glu Gly Phe Val Asn Phe Asp Tyr Gly Trp Phe Gly
325 330 335

Ala Gln Thr Glu Ala Asp Ala Asp Lys Thr val Trp Thr His Gly Asn
340 345 350

His Tyr His Ala Pro Asn Gly Ser Leu Gly Ala Met His Val Tyr Glu
355 360 365

Ser Lys Phe Arg Asn Trp Ser Glu Gly Tyr Ser Asp Phe Asp Arg Gly
370 375 380

Ala Tyr Val Ile Thr Phe Ile Pro Lys Ser Trp Asn Thr Ala Pro Asp
385 390 395 400

Lys Val Lys Gln Gly Trp Pro
405

<211> 1079

10
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<212> PRT
<213> Streptomyces albogriseolus

<400> 8

Asn Gly Glu Asn Ser Thr Ala Ala Gly Ser Ser Ala Ser Ala Thr Ala
1 5 10 15

Leu Lys Gly Lys His Arg Val Thr Leu lle Thr Gly Asp Arg Val Ala
20 25 30

Leu Asp Ala Lys Gly Arg Val Val Gly Leu Glu Pro Ala Glu Gly Arg
35 40 45

Glu His Ile Pro Val Gln Ile Arg Arg Ser Asp Gly His Thr Leu Val
50 55 60

Val Pro Ala Asp Ala Ala Arg Leu Val Ala Ser Gly Lys Leu Asp Gln
65 70 75 80

Arg Leu Phe Asp Val Thr Glu Leu Asn Lys Ala Ala Thr Arg Thr Ala
85 90 95

11
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His Arg Gly Gly Leu Lys Val Ile Val Gly Tyr Arg Gly Ala Ala Lys
100 105 110

Ala Ala Lys Ala Asp Val Arg Asp Ala Gly Thr Val Arg Arg Thr Leu
115 120 125

Thr Ser Leu Asn Ala Asp Ala Val Gln Thr Pro Gln Glu Ala Gly Ala
130 135 140

“Glu Leu Trp Glu Ala Val Thr Asp Gly Asp Arg Thr Ala Ser Gly Val

145 150 155 160

Ala Arg Val Trp Leu Asp Gly Val Arg Lys Ala Ser Leu Asp Thr Ser
165 170 175

Val Gly Gln Ile Gly Thr Pro Lys Ala Trp Glu Ala Gly Tyr Asp Gly
180 185 190

Lys Gly Val Lys Ile Ala Val Leu Asp Thr Gly Val Asp Ala Thr His
195 200 205

Pro Asp Leu Lys Gly GIn Val Thr Ala Ser Lys Asn Phe Thr Ser Ala
210 215 220

Pro Thr Thr Gly Asp Val Val Gly His Gly Thr His Val Ala Ser Ile
225 230 235 240

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

12
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245 250 256

Pro Gly Ala Lys Ile Leu Asn Gly Lys Val Leu Asp Asp Ala Gly Phe
260 265 270

Gly Asp Asp Ser Gly Ile Leu Ala Gly Met Glu Trp Ala Ala Ala Gln
275 280 285

Gly Ala Asp Ile Val Asn Met Ser Leu Gly Gly Met Asp Thr Pro Glu
290 295 300

Thr Asp Pro Leu Glu Ala Ala Val Asp Lys Leu Ser Ala Glu Lys Gly

- 305 310 315 320

Ile Leu Phe Ala Ile Ala Ala Gly Asn Glu Gly Pro Gln Ser Ile Gly
325 330 335

Ser Pro Gly Ser Ala Asp Ser Ala Leu Thr Val Gly Ala Val Asp Asp
340 345 350

Lys Asp Lys Leu Ala Asp Phe Ser Ser Thr Gly Pro Arg Leu Gly Asp
355 360 365

Gly Ala Val Lys Pro Asp Leu Thr Ala Pro Gly Val Asp lle Thr Ala
370 375 380

Ala Ser Ala Lys Gly Asn Asp Ile Ala Lys Glu Val Gly Glu Lys Pro
385 390 395 400

13
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Ala Gly Tyr Met Thr Ile Ser Gly Thr Ser Met Ala Thr Pro His Val
405 410 415

Ala Gly Ala Ala Ala Leu Leu Lys Gln Gln His Pro Glu Trp Lys Tyr
420 425 430

Ala Glu Leu Lys Gly Ala Leu Thr Ala Ser Thr Lys Asp Gly Lys Tyr
435 440 _ 445

Thr Pro Phe Glu GIn Gly Ser Gly Arg Val Gln Val Asp Lys Ala Ile
450 455 460

Thr GIn Thr Val Ile Ala Glu Pro Val Ser Leu Ser Phe Gly Val Gln
465 470 475 480

Gln Trp Pro His Ala Asp Asp Lys Pro Val Thr Lys Lys Leu Thr Tyr
485 490 495

Arg Asn Leu Gly Thr Glu Asp Val Thr Leu Lys Leu Thr Ser Thr Ala
500 505 510

Thr Gly Pro Lys Gly Lys Ala Ala Pro Ala Gly Phe Phe Thr Leu Gly
515 520 525

Ala Ser Thr Leu Thr Val Pro Ala Asn Gly Thr Ala Ser Val Asp Val
530 535 540

Thr Ala Asp Thr Arg Leu Gly Gly Ala Val Asp Gly Thr Tyr Ser Ala
545 550 555 560

14
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Tyr Val Val Ala Thr Gly Ala Gly Gln Ser Val Arg Thr Ala Ala Ala
565 570 575

Val Glu Arg Glu Val Glu Ser Tyr Asn Val Thr Leu Lys Val Leu Asp
580 585 530

Arg Ser Gly Lys Ala Thr Ala Asn Tyr Met Ala Tyr Leu Ser Gly Leu
595 600 605

Thr Gly Leu Gly Lys Asp Arg Ser Tyr Ala Pro Tyr Glu Ala Asp Gly
610 615 620

Ala Val Ser Val Arg Val Pro Lys Gly Gly Tyr Val Leu Asp Ala Ser
625 630 635 640

Val Leu Val Gly Ala Asp Pro Glu Thr Trp Arg Gly Ala Asp Trp Leu
645 650 655

Ala Gin Pro Lys Leu Asp Val Thr Arg Asn Thr Thr Val Thr Val Asp
660 665 670

Ala Arg Lys Ala Lys Pro Val Lys Val Thr Val Pro Gly Lys Ala Ala
675 680 685

Lys Ala Gln Phe Ala Ser Ala Asp Tyr Thr Ile Glu Thr Asn Asp Ser
£90 695 700

Ala Val Ser Tyr Gly Trp Trp Leu Glu Asp Tyr Ser Gly Phe Arg Ser

15
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705 710 715 720

Ala His Leu Gly Pro GIn Ile Thr Asn Gly Thr Leu Ser Gln Gln Trp
725 730 735

Asn Thr His Phe Ser Asn Gly Ala Lys Ala Gln Tyr Thr Ala lle Ser
740 745 750

Gly Gly Lys Val Lys Lys Leu Ala Thr Gly Tyr Thr Arg Ala Phe Lys
755 760 765

Ala Lys Glu Phe Ala Thr Val Gln Val Gly Met Gly Ala Ala Ala Ser
770 775 780

Gly Lys Lys Gly Ala Val Thr Ala Phe Gly Trp Leu Pro Gly Ser Ser
785 790 785 800

Gly Ala Ser Gly Phe Ser Gln Glu Gln Lys Leu Pro Ser Thr Arg Thr
805 810 815

Leu Tyr Leu Ser Thr Val Asn Gly Val Thr Trp Asp Leu Asp Phe Glu
820 825 830

Gln Leu Gly Gly Val Asp Asn Glu 6ly Trp Pro Ile Tyr Asp Ala Val
835 840 845

Tyr Thr 1le Gly Val Gly Lys Thr Tyr Lys Gly Gly Lys Thr Tyr Lys
850 855 860

16
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Glu Thr Val Asn Thr Ala Val Phe Gly Pro Arg Leu Thr Ser Ser Tyr
865 870 879 880

Gly Val Phe Arg Asp Gly Asn Ser Ile Tyr Gly Val Ile Pro Leu Phe
885 890 895

Ala Asp Gly Lys Gly His Ala Gly Ser Ser Glu Phe Ser Ser Ala Val
900 905 910

The Thr Leu Tyr Arg Asn Gly Lys Lys Val Gly Ser Asn Asn Asp Pro
915 920 925

Leu Phe Gly Glu Glu Gly Phe Thr Val Pro Ser Gly Asp Ala Ala Tyr
830 935 940

Arg Leu Thr Thr Ser Val Lys Arg Ser Ala Lys Val Ala Ala Ala Ser
945 950 955 960

Thr Arg 1le Asp Ala Ser Trp Thr Phe Arg Ser Lys Lys Thr Ser Gly
965 970 975

Glu Lys Glo Leu Pro Val Ser Ser Ala Arg Phe Ala Ala Val Thr Gly
980 985 990

Leu Asp Ser Lys Val Ala Ala Gly Lys Lys Ala Thr Phe Pro Val Val
995 1000 1005

Val Glu Gly Ala Ala Gin Gly Lys Asn Leu Lys Ser Leu Ala Val Tyr
1010 1015 1020

17
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Val Ser Tyr Asn Gly Gly Lys Thr Trp Lys Lys Thr Thr Val Thr Lys
1025 1030 1035 1040

Gly Lys Ile Thr Val Lys Asn Pro Ala Lys Gly Lys Ala Ile Ser Phe
1045 1050 1055

Arg Ala Lys Ile Thr Asp Lys Lys Gly Asn Ala Ser Leu Ile Thr Ile
1060 1065 1070

His Asn Ala Tyr Tyr Gly Lys
1075

<210>9
<211> 1751
<212> ADN

<213> Streptoverticillium mobaraense

<220>
<221> CDS
<222> (229)..(1659)

<400> 9

getectatga geategacge cgecageage gateggticg gletgaccgt cgacgecgac 60

ggegagegeg tgtgectgga cgageceggt cggecegtge cgctegtgeg geegtgaaag 120

geecgaaaag ageccaagee gtgtegaactg cgaggacaaa gegtetggeg caacgeatgt 180
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caccccagat aagttcgeeg cgacctttge gaacccagge gagggege atg cge aag
Met Arg Lys
1

get cte aga tecg ctg ctg geg geg teg atg ctc ata gga geg ate gge
Ala Leu Arg Ser Leu Leu Ala Ala Ser Met Leu Ile Gly Ala Ile Gly
5 10 15

gee gge age gee acg geg gag geg geg teg ate ace gee ceg cag gee
Ala Gly Ser Ala Thr Ala Glu Ala Ala Ser Ile Thr Ala Pro Gln Ala
20 25 30 35

gac atc aag gac cgc atc ctg aag att ccc ggg atg aag ttc gtc gag
Asp Ile Lys Asp Arg Ile Leu Lys lle Pro Gly Met Lys Phe Val Glu-
40 45 50

gag aag ccc tac cag gge tac cge tac cte gtg atg acg tac cgg cag
Glu Lys Pro Tyr Gln Gly Tyr Arg Tyr Leu Val Met Thr Tyr Arg Gln
55 60 65

ccg gtg gac cac cge aat ccc gge aag geg ace tte gag cag cge tte
Pro Val Asp His Arg Asn Pro Gly Lys Gly Thr Phe Glu Gln Arg Phe
70 75 80

acc ctg cte cac aag gac acc gac cgg ccg ace gtg ttc tic acg tee
Thr Leu Leu His Lys Asp Thr Asp Arg Pro Thr Val Phe Phe Thr Ser
85 80 95

19

237

285

333

381

429

477

525
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gge tac aac gtc tce acc aac cec age cge age gag ccc acg cge ate
Gly Tyr Asn Val Ser Thr Asn Pro Ser Arg Ser Glu Pro Thr Arg Ile
100 105 110 115

gtg gac ggc aac cag gtg tcg atg gag tac cgg ttc ttc acg ceg tee
Val Asp Gly Asn Gln Val Ser Met Glu Tyr Arg Phe Phe Thr Pro Ser
120 125 130

cgg ccg cag ccc gee gac tgg tce aag ctg gac aic tgg cag geg scg
Arg Pro GIn Pro Ala Asp Trp Ser Lys Leu Asp Ile Trp Glan Ala Ala
135 140 145

agt gac cag cac cgc ctg tac cag geg ctg aag ceg gtc tac ggg aag
Ser Asp Gln His Arg Leu Tyr Gln Ala Leu Lys Pro Val Tyr Gly Lys
150 155 160

aac tgg ctg gee acg gge gege age aag gee gge atg acg gee ace tae
Asn Trp Leu Ala Thr Gly Gly Ser Lys Gly Gly Met Thr Ala Thr Tyr
165 170 175

tte cge cge tic tac ccg aac gac atg aac gge acg gte gee tac gte
Phe Arg Arg Phe Tyr Pro Asn Asp Met Asn Gly Thr Val Ala Tyr Val
180 185 190 195
geg ccc aac gac gtg aac gac aag gaa gac teg geg tac gac aag tte
Ala Pro Asn Asp Val Asn Asp Lys Glu Asp Ser Ala Tyr Asp Lys Phe

200 205 210

ttc cag aac gtc gge gac aag geg tge cge acg cag cte aac teg gig

20

573

621

669

717

765

813

861

909
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Phe GIn_Asn.Val Gly Asp Lys Ala Cys Arg Thr 6ln Leu Asn Ser Val

215 220

225

cag cec gag geg cte gte cge cge gac gag ate gte gee cge tac gag
61n Arg Glu Ala Leu Val Arg Arg Asp Glu [le Val Ala Arg Tyr Glu

230 235

240

aag tgg get aag gag aac gge aag acg ttc aag gtec gte gge

Lys Trp Ala Lys Glu Asn 6ly Lys Thr Phe Lys
245 250

gac aag geg tac gag aac gte gte cte gae ctg
Asp Lys Ala Tyr Glu Asn Val Val Leu Asp Leu
260 265 270

cag tac cac ctg cag agc gac tge gee tee gte
Gln Tyr His Leu Gln Ser Asp Cys Ala Ser Val
280 285

tce acc gac gag ctg tac aag ttc atc gac gac
Ser Thr Asp Glu Leu Tyr Lys Phe Ile Asp Asp
295 300

gge tac acc gac cag ggc ctg gag cge ttc ace
Gly Tyr Thr Asp Gln Gly Leu 6&lu Arg Phe Thr

310 315

geg ggc acc cag cte gge gee cct acg gtg aag
Ala Gly Thr Gln Leu Gly Ala Pro Thr Val Lys

21

Val Val Gly
255

gte tgg tee
Val Trp Ser

cce gee ace

Pro Ala Thr

atc teg gec
Ile Ser Gly
305

ccg tac tac
Pro Tyr Tyr
320

aac ccg cac

Asn Pro His

age gee
Ser Ala

tte tge
Phe Trp
275

aag gcg
Lys Ala
290

tte gac

Phe Asp

tac cag
Tyr Gln

ctc aag
Leu Lys

957

1005

1053

1101

1149

1197

1245
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325 330 335

gge gtg ctg cgg tac ccc gge atc aac cag ccg cge teg tac gte cee
Gly Val Leu Arg Tyr Pro Gly Ile Asn Gln Pro Arg Ser Tyr Val Pro
340 345 350 355

cge gac atc ccg atg acc tic cge cec gge geg atg geg gac ghe gac
Arg Asp Ile Pro Met Thr Phe Arg Pro Gly Ala Met Ala Asp Val Asp
360 365 370

cge tge gty cge gag gac age cge aac atg cte itc gtg tac ggeg cag
Arg Trp Val Arg Glu Asp Ser Arg Asn Met Leu Phe Val Tyr Gly Gln
375 380 385

aac gac ccg tgg agc ggt gaa ccg ttc cge ctg gge aag gge gee gee
Asn Asp Pro Trp Ser Gly Glu Pro Phe Arg Leu Gly Lys Gly Ala Ala
390 395 400

gee cgg cac gac tac cge tic tac gee ccg gge gge aac cac ggt tee
Ala Arg His Asp Tyr Arg Phe Tyr Ala Pro Gly Gly Asn His Gly Ser

405 410 415

aac atc gcec cag ttg gtg gec gac gag cgg gee aag gec acg gee gag

Asn Ile Ala Gln Leu Val Ala Asp Glu Arg Ala Lys Ala Thr Ala Glu’

420 425 430 435

gtc ctg aag tgg gec g8t gtg geg ccg cag gee gte cag aag gac gag
Val Leu Lys Trp Ala Gly Val Ala Pro Gln Ala Val GIn Lys Asp Glu
440 445 450

22

1293

1341

1389

1437

1485

1533

1581
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aag gec gee aag ccg cte geg ceg tte gac gee aag cte gac cge gtg 1629
Lys Ala Ala Lys Pro Leu Ala Pro Phe Asp Ala Lys Leu Asp Arg Val
455 460 465

aag aac gac aag cag agc geg ctg cgt ccg tagggaccca gtecgtaagg 1679
Lys Asn Asp Lys Gln Ser Ala Leu Arg Pro
470 475

cggegggege teceggegag gggcgeccge cgtegegtic cggaaggeee cgggtgecge 1739

cgeegeteget te 1751

<210> 10
<211> 477
<212> PRT

<213> Streptoverticillium mobaraense

<400> 10

Met Arg Lys Ala Leu Arg Ser Leu Leu Ala Ala Ser Met Leu lle Gly
1 5 10 15

Ala Ile Gly Ala Gly Ser Ala Thr Ala Glu Ala Ala Ser Ile Thr Ala
20 25 30

Pro Gln Ala Asp lle Lys Asp Arg 1le Leu Lys Ile Pro Gly Met Lys
35 40 45

23
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Phe Val Glu Glu Lys Pro Tyr Gln Gly Tyr Arg Tyr Leu Val Met Thr
50 55 60

Tyr Arg Gln Pro Val Asp His Arg Asn Pro Gly Lys Gly Thr Phe Glu
65 70 75 80

GIn Arg Phe Thr Leu Leu His Lys Asp Thr Asp Arg Pro Thr Val Phe
85 90 95

Phe Thr Ser Gly Tyr Asn Val Ser Thr Asn Pro Ser Arg Ser Glu Pro
100 105 110

Thr Arg 1le Val Asp Gly Asn Gln Val Ser Met Glu Tyr Arg Phe Phe
115 120 125

Thr Pro Ser Arg Pro GIn Pro Ala Asp Trp Ser Lys Leu Asp Ile Trp
130 135 140

Gln Ala Ala Ser Asp Gln His Arg Leu Tyr Gln Ala Leu Lys Pro Val
145 150 155 160

Tyr Gly Lys Asn Trp Leu Ala Thr Gly Gly Ser Lys Gly Gly Met Thr
165 170 175

Ala Thr Tyr Phe Arg Arg Phe Tyr Pro Asn Asp Met Asn Gly Thr Val
180 185 190

Ala Tyr Val Ala Pro Asn Asp Val Asn Asp Lys Glu Asp Ser Ala Tyr
195 200 205

24
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Asp Lys Phe Phe Gln Asn Val Gly Asp Lys Ala Cys Arg Thr Gln Leu
210 215 220

Asn Ser Val Gln Arg Glu Ala Leu Val Arg Arg Asp Glu Ile Val Ala
225 230 235 240

Arg Tyr Glu Lys Trp Ala Lys Glu Asn Gly Lys Thr Phe Lys Val Val
245 250 255

Gly Ser Ala Asp Lys Ala Tyr Glu Asn Val Val Leu Asp Leu Val Trp
260 265 270

Ser Phe Trp Gln Tyr His Leu Gln Ser Asp Cys Ala Ser Val Pro Ala
275 280 285 '

Thr Lys Ala Ser Thr Asp Glu Leu Tyr Lys Phe Ile Asp Asp Ile Ser
290 295 300

Gly Phe Asp Gly Tyr Thr Asp Gln Gly Leu Glu Arg Phe Thr Pro Tyr
305 310 315 320

Tyr Tyr Gln Ala Gly Thr 6ln Leu Gly Ala Pro Thr Val Lys Asn Pro
325 330 335

His Leu Lys Gly Val Leu Arg Tyr Pro Gly Ile Asn Gln Pro Arg Ser
340 345 350

Tyr Val Pro Arg Asp 1le Pro Met Thr Phe Arg Pro Gly Ala Met Ala

25
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355 360 365

Asp Val Asp Arg Trp Val Arg Glu Asp Ser Arg Asn Met Leu Phe Val
370 375 380

Tyr Gly Gln Asn Asp Pro Trp Ser Gly Glu Pro Phe Arg Leu Gly Lys
385 390 395 400

Gly Ala Ala Ala Arg His Asp Tyr Arg Phe Tyr Ala Pro Gly Gly Asn
405 410 415

His Gly Ser Asn Ile Ala Gln Leu Val Ala Asp Glu Arg Ala Lys Ala
420 425 430

Thr Ala Glu Val Leu Lys Trp Ala Gly Val Ala Pro Gln Ala Val Gln
435 440 445

Lys Asp Glu Lys Ala Ala Lys Pro Leu Ala Pro Phe Asp Ala Lys Leu
450 455 460

Asp Arg Val Lys Asn Asp Lys Gln Ser Ala Leu Arg Pro

465 470

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 11
gactccgacg acagggtcac cectecegee

<210> 12
<211> 30
<212> ADN

26

475

30
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de Secuencia artificial: cebador de PCR
<400> 12
cgctcacatc acggecagec ctgetttace 30

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR para la regién del promotor y la regién de la secuencia
sefial de S. mobaraense

<400> 13
gtgaccctgt cgtcggagte 20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR para la regién del promotor y la regién de la secuencia
sefial de S. mobaraense

<400> 14
ggcatcetgt cgageggcete 20

<210> 15
<211> 26
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 15
aaattcctgt gaattagctg atttag 26

<210> 16

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

27
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<400> 16
gagctcteeg gegtatgege atagaggega aggctecttg aata

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 17
atgcgcatac gccggagagc tetegtctte

<210> 18

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 18

ggggtgacce tgtegtegga gtegttgaag cegttgttga tgttgaa

<210> 19

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 19
cttcgtctet tccecegege cattgtcage gaatgetggg atagcaacgc ¢

<210> 20

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 20
cttcgtetet tceccegege cattgteetg agegaatgcet gggatageta ¢

<210> 21
<211> 51

28

44

30

47

51

51
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 21
cttcgtetet teccccegege cattgtegtt gaageegttg ttgatgttga a

<210> 22

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 22
cttcgtctet tcceecegege cattgtcagt caggtecgegg agggtttect ¢

<210> 23

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 23

gacaatggcg cgggggaaga gacgaagtec

<210> 24

<211> 125

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 24
gcccagaagce ccaaaattga gattt

<210> 25
<211>52
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

29

51

51

30

25
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<400> 25

cttegtetet teccecgege cattgtetge cgttgecaca ggtgeggeca g

<210> 26

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 26

cgcagccagc gatttcatge gtttcataga ggcgaaggct ccttgaatag gt

<210> 27

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 27
atgaaacgca tgaaatcgct ggetgeggeg

<210> 28

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 28
ggatccggag cttatcgact gcacg

<210> 29

<211>52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 29
cgcagecagce gatttcatge gtttcataat tctgtttect gtgtgaaatt gt

<210> 30
<211> 1461

30

52

52

30

25

52
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<212> ADN

<213> Streptoverticillium cinnamoneum

<220>
<221> CDS
<222> (151)..(1398)

<400> 30

cgecggcage ccteettgee geegeegeag cgacgeagga cggegeggee aaggeectga 60

geggeagete giegeaaace cetecatege gtegtgetet cacatgeeet cgtttcacga 120

ggettcacca caagggagtt attgatitec atg cac aaa cgt cgg aga ctt cte
Met His Lys Arg Arg Arg Leu Leu
1 5

gee tte gee act gtg get geg gte ata tge ace gea gga tte aca cct
Ala Phe Ala Thr Val Gly Ala Val Ile Cys Thr Ala Gly Phe Thr Pro
10 15 20

teg gte age cag gee gee age agt ggc gat ggg gaa gag aag ggg tee
Ser Val Ser Glp Ala Ala Ser Ser Gly Asp Gly Glu Glu Lys Gly Ser
25 30 35 40

tac gee gaa acg cac gge ctg acg geg gat gac gte gag age ate aac
Tyr Ala Glu Thr His 6ly Leu Thr Ala Asp Asp Val Glu Ser Ile Asn
45 50 55

gea ctg aac gaa aga get ctg act ctg gge caa cct gge aag cct ceg
Ala Leu Asn Glu Arg Ala Leu Thr Leu Gly Gln Pro Gly Lys Pro Pro
60 65 70

31

174

222

270

318

366
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aag gaa tta cct ccg age gee age geg cee tee cgg gee cec tee gat
Lys Glu Leu Pro Pro Ser Ala Ser Ala Pro Ser Arg Ala Pro Ser Asp
75 80 85

gac cgg gaa act cct cce gee gag ccg cte gac agg atg cct gag geg
Asp Arg Glu Thr Pro Pro Ala Glu Pro Leu Asp Arg Met Pro Glu Ala
90 95 100

tac cgg gec tac Ega gge agg gee act acg gic gte aac aac tac ata
Tyr Arg Ala Tyr Gly Gly Arg Ala Thr Thr Val Val Asn Asn Tyr lle
105 110 115 120

cge aag tgg cag cag gte tac agt cac cgc gac gga aag aaa cag caa
Arg Lys Trp Gln Gln Val Tyr Ser His Arg Asp Gly Lys Lys Gln Gln
125 130 135

atg acc gaa gag cag cga gaa aag ctg tce tac ggt tge gtt gme gte
Met Thr Glu Glu Gln Arg Glu Lys Leu Ser Tyr Gly Cys Val Gly Val
140 145 150

acc tgg gtc aac tcg ggc cee tac ccg acg aac aga ttg geg tte geg
Thr Trp Val Asn Ser Gly Pro Tyr Pro Thr Asn Arg Leu Ala Phe Ala
155 160 165

tec tte gac gag aac aag tac aag aac gac ctg aag aac acc age cce

Ser Phe Asp Glu Asn Lys Tyr Lys Asn Asp Leu Lys Asn Thr Ser Pro
170 175 180

32

414

462

510

558

606

654
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ES 2 335750 T3
cga ccc gat gaa acg cgg gcg gag ttc gag ggt cge ate gec aag gge

Arg Pro Asp Glu Thr Arg Ala Glu Phe Glu Gly Arg Ile Ala Lys Gly
185 190 195 200

aglt tic gac gag ggg aag ggt ttc aag cgg geg cgt gat gtg geg tee

_ Ser Phe Asp Glu Gly Lys Gly Phe Lys Arg Ala Arg Asp Val Ala Ser

205 210 215

gtc atg aac aag gec clg gaa aat gee cac gac gag ggg act tac ate
Val Met Asn Lys Ala Leu Glu Asn Ala His Asp Glu Gly Thr Tyr lle
220 225 230

.aac aac ctc aag acg gag ctc acg aac aac aat gac get ctg cte cge

Asn Asn Leu Lys Thr Glu Leu Thr Asn Asn Asn Asp Ala Leu Leu Arg
235 240 245

gag gac age cgc teg aac tic tac tcg geg ctg agg aac aca ccg tee
Glu Asp Ser Arg Ser Asn Phe Tyr Ser Ala Leu Arg Asn Thr Pro Ser
250 255 260

tic aag gaa agg gac ggc gge aac tac gac ccg tce aag atg aag geg
Phe Lys Glu Arg Asp Gly Gly Asn Tyr Asp Pro Ser Lys Met Lys Ala
265 270 275 280
gtg atc tac tcg aag cac tic tgg agc ggg cag gac cag cgg gge tec
Val Ile Tyr Ser Lys His Phe Trp Ser Gly Gln Asp Gln Arg Gly Ser

285 290 295

tce gac aag agg aag tac gge gac ccg gaa gec tte cge cee gac cag

33

750

798

846

894

942

990

1038

1086
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ES 2335750 T3

Ser Asp Lys Arg Lys Tyr Gly Asp Pro Glu Ala Phe Arg Pro Asp Gln
300 305 310

ggt acc gge ctg gte gac atg tcg aag gac aga age att ccg cge agt

Gly Thr Gly-Leu Val Asp Met Ser Lys Asp Arg Ser Ile Pro Arg Ser

315 320 325

CCg gcc aag ccc gege gaa get tge gte aat ttc gac tac ggt tgg tte
Pro Ala Lys Pro Gly Glu Gly Trp Val Asn Phe Asp Tyr Gly Trp Phe
330 335 340

gge get caa aca gaa geg gat gec gac aaa acc aca tgg acc cac gge
Gly Ala GIn Thr Glu Ala Asp Ala Asp Lys Thr Thr Trp Thr His Gly
345 350 355 360

gac cac tac cac gcg ccc aat age gac cig gge ccc atg cac gta cac
Asp His Tyr His Ala Pro Asn Ser Asp Leu Gly Pro Met His Val His
365 370 375

gag agc aag ttc cgg aag tgg tct gcc ggg tac geg gac tte gac cee
Glu Ser Lys Phe Arg Lys Trp Ser Ala Gly Tyr Ala Asp Phe Asp Arg
380 385 390

gga gee tac gtg atc acg tte ata ccc aag age tge aac acc gee cee
Gly Ala Tyr Val lle Thr Phe 1le Pro Lys Ser Trp Asn Thr Ala Pro
395 400 405

1134

1182

1230

1278

1326

1374

gee aag gtg gag caa gge tgg ccg tgacaggetg gtactacgac ctctgetgat 1428

Ala Lys Val Glu Gln Gly Trp Pro

34
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ES 2335750 T3

410 415

ttctgeeegg tcagtcceacg cetetegacg cga 1461

<210> 31
<211> 416
<212> PRT

<213> Streptoverticillium cinnamoneum

<400> 31

Met His Lys Arg Arg Arg Leu Leu Ala Phe Ala Thr Val Gly Ala Val
1 5 10 15

Ile Cys Thr Ala Gly Phe Thr Pro Ser Val Ser Gln Ala Ala Ser Ser
20 25 30

Gly Asp Gly Glu Glu Lys Gly Ser Tyr Ala Glu Thr His Gly Leu Thr
35 40 45

Ala Asp Asp Val Glu Ser Ile Asn Ala Leu Asn Glu Arg Ala Leu Thr
50 55 60

Leu Gly Gln Pro Gly Lys Pro Pro Lys Glu Leu Pro Pro Ser Ala Ser
65 70 75 80

Ala Pro Ser Arg Ala Pro Ser Asp Asp Arg Glu Thr Pro Pro Ala Glu
85 90 95
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ES 2335750 T3

Pro Leu Asp Arg Met Pro Glu Ala Tyr Arg Ala Tyr Gly- Gly Arg Ala
100 105 110

Thr Thr Val Val Asn Asn Tyr Ile Arg Lys Trp Gln Gln Val Tyr Ser
115 120 125

His Arg Asp Gly Lys Lys Gln Gln Met Thr Glu Glu Gln Arg Glu Lys
130 135 140

Leu Ser Tyr Gly Cys Val Gly Val Thr Trp Val Asn Ser Gly Pro Tyr
145 150 155 160

Pro Thr Asn Arg Leu Ala Phe Ala Ser Phe Asp Glu Asn Lys Tyr Lys
165 170 175

Asn Asp Leu Lys Asn Thr Ser Pro Arg Pro Asp Glu Thr Arg Ala Glu
180 185 190

Phe Glu Gly Arg Ile Ala Lys Gly Ser Phe Asp Glu Gly Lys Gly Phe
195 200 205

Lys Arg Ala Arg Asp Val Ala Ser Val Met Asn Lys Ala Leu Glu Asn
210 215 220

Ala His Asp Glu Gly Thr Tyr Ile Asn Asn Leu Lys Thr Glu Leu Thr
225 230 235 240

Asn Asn Asn Asp Ala Leu Leu Arg Glu Asp Ser Arg Ser Asn Phe Tyr
245 250 255

36
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Ser Ala Leu Arg Asn Thr Pro Ser Phe Lys Glu Arg Asp Gly Gly Asn
260 265 270

Tyr Asp Pro Ser Lys Met Lys Ala Val 1le Tyr Ser Lys His Phe Trp
275 280 285

Ser Gly Gln Asp Gin Arg Gly Ser Ser Asp Lys Arg Lys Tyr Gly Asp
290 295 300

Pro Glu Ala Phe Arg Pro Asp Gln Gly Thr Gly Leu Val Asp Met Ser
305 310 315 320

Lys Asp Arg Ser Ile Pro Arg Ser Pro Ala Lys Pro Gly Glu Gly Trp
325 330 335

Val Asn Phe Asp Tyr Gly Trp Phe Gly Ala Gln Thr Glu Ala Asp Ala
340 345 350

Asp Lys Thr Thr Trp Thr His Gly Asp His Tyr His Ala Pro Asn Ser
355 360 365

Asp Leu Gly Pro Met His Val His Glu Ser Lys Phe Arg Lys Trp Ser
370 375 380

Ala Gly Tyr Ala Asp Phe Asp Arg Gly Ala Tyr Val Ile Thr Phe Ile
385 390 395 400

Pro Lys Ser Trp Asn Thr Ala Pro Ala Lys Val Glu Gln Gly Trp Pro

405 410

<210> 32

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR

37

415
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ES 2335750 T3

<400> 32

ggcgatgggg aagagaageg g

<210> 33

<211>32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 33

ggcggatect cgegtcgaga ggegtggact ga

<210> 34

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 34
tacgaattcg agctcggtac ¢

<210> 35

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 35
ccccttetct tececcatege ctgeegttge cacaggtgeg gec

<210> 36

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 36

aacggggaga acagcacggce cgecgg

<210> 37
<211>29

38

21

32

21

43

26
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ES 2335750 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 37
ggcgaattct ccggegggcec gtcaceggt 29

<210> 38

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR para la construccion de prepro-serina proteasa fusionada

<400> 38
ggcaagctta aattcctgtg aattagetga 30

<210> 39

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidon de Secuencia artificial: cebador de PCR para la construccion del gen de prepro-serina proteasa
fusionada

<400> 39
cggeegtgct gttetceceeg tttgeegttgecacaggtge ggec 44

<210> 40
<211>20
<212> PRT

<213> Streptoverticillium mobaraence
<400> 40

Gin Ala Asp Ile Lys Asp Arg Ile Leu Lys lle Pro Gly Met Lys Phe
1 5 10 15

Val Glu Glu Lys
20

<210> 41
<211> 11
<212> PRT

39
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2335750 T3

<223> Descripcion de Secuencia artificial: sonda para svPEP

<400> 41

Lys Ile Pro Gly Met Lys Phe Val Glu Glu Lys

1 5

<210> 42

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Descripcién de Secuencia artificial: sonda para svPEP

<400> 42

aagatccccg ggatgaagtt cgtcgaggag aag

<210> 43

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 43

gaggcggcegt cgatcaccge ccc

<210> 44

<211>32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 44

gccaagcettg aagcaccgge ggeggeacee gg

<210> 45

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

40

33

23

32
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ES 2335750 T3

<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 45

gggegcggtga tcgacgeege ctetgeegtt gecacaggtg cggeca

<210> 46

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 46
gctcggtace caaattcetg tgaattaget gatttag

<210> 47

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 47
gttgaagccg ttgttgatgt tgaa

<210> 48

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de Secuencia artificial: cebador de PCR
<400> 48
aacatcaaca acggcttcaa caattccgat tctgagtgec ct

<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 49

cggccacgat gegteeggeg

41

46

37

24

42

20
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ES 2335750 T3

<210> 50
<211> 43
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 50
agggcactca gaatcggaat ttgccgttge cacaggtgeg gec

<210> 51

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 51
aattccgatt ctgagtgcec t

<210> 52

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 52
gaattcgagc tcggtaccca

<210> 53

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 53
agcgatttca tgegtttcat agaggegaaggetecttgaa

<210> 54

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

4

43

21

20

40
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ES 2335750 T3

<220>

<223> Descripcidn de Secuencia artificial: cebador de PCR
<400> 54
atgaaacgca tgaaatcgct ggc

<210> 55

<211> 53

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

Asn Ser Asp Ser Glu Cys Pro Leu Ser His Asp Gly Tyr Cys Leu His
1 5 10 15

Asp Gly Val Cys Met Tyr Ile Glu Ala Leu Asp Lys Tyr Ala Cys Asn
20 25 30

Cys Val Val Gly Tyr lle Gly Glu Arg Cys Gln Tyr Arg Asp Leu Lys
35 40 45

Trp Trp Glu Leu Arg
50

<210> 56

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 56
actgggagec tatctccatt

<210> 57

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

43

23

20
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ES 2335750 T3

<400> 57
atcgatctga tcacgttaca

<210> 58

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 58
tgtaacgtga tcagatcgat tcactggtcg acaccgttga

<210> 59

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: cebador de PCR

<400> 59
acggaagcta ccttcgaggt

<210> 60
<211>4
<212> PRT

<213> Streptoverticillium mobaraense

<400> 60
Phe Arg Ala Pro

1

44

20

40

20
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