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DESCRIPCION

Superproduccion de proteinas y péptidos bioldgicamente activos dependiente de fago.
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a la tecnologia de ADN recombinante y mds particularmente a un nuevo método para
aumentar la produccién de proteinas heterélogas en células huésped bacterianas. El método divulgado implica infectar
las células huésped, que contienen un plasmido que codifica el gen de interés conectado operativamente al promotor
T7, con bacteriéfago A para inducir la lisis de las células huésped bacterianas. La superproduccion se puede alcanzar
en las células seleccionadas bien cuando sélo el plasmido lleva al menos una copia del ADN heterélogo o bien cuando
ambos plasmido y fago A llevan cada uno al menos una copia del ADN heterdlogo.

Descripcion de la técnica relacionada

Actualmente, los métodos de ingenieria genética permiten crear cepas de microorganismos capaces de producir
cantidades considerables de diversas sustancias bioactivas que tienen importantes aplicaciones en la medicina y la
industria. Tipicamente, se usan vectores plasmidicos en los que se ha insertado un gen heter6logo para transformar
células huésped bacterianas. Diferentes cepas de E. coli, se usan frecuentemente como células receptoras. Utilizando
estos métodos de transformacién dependientes de plasmidos se han creado células de E. coli que producen una variedad
de proteinas y péptidos humanos valiosos, incluyendo insulina, interferén gamma, un nimero de interleuquinas, siper
oxido dismutasa, activador del plasminégeno, factor de necrosis tumoral, eritropoyetina etc. Estas sustancias o estan
en uso en la practica médica o estdn en diferentes fases de estudios clinicos.

Sin embargo, el método de los pldsmidos tiene serios inconvenientes. Tecnolégicamente es complicado, ya que el
producto deseado se tiene que extraer de las células bacterianas tras la biosintesis, lo que implica varias etapas. Por
ejemplo, la extraccion del interferén implica la desintegracion de las células, la extraccién en tampdn, el procesamiento
en polietilemenina, la iluminacién, la sedimentacion con sulfato de amonio, la didlisis y la centrifugacién (Goeddel,
EP 0043980). La necesidad de tales pasos de extraccién y purificacién no sélo complica la tecnologia de produccién
del producto recombinante, sino que también resulta en pérdidas sustanciales, especialmente durante la produccién
industrial a gran escala.

Un factor que aumenta la complicacién es que a niveles relativamente altos de expresion de los genes clonados,
las proteinas eucaridticas generadas tienden a acumularse en el citoplasma de E. coli como agregados insolubles, que
se asocian con frecuencia con las membranas celulares. Por consiguiente, los ya dificiles métodos de extraccién y pu-
rificacién discutidos anteriormente se deberian suplementar con procedimientos técnicos encaminados la a extraccién
de cuerpos de inclusién insolubles. Normalmente, las proteinas insolubles se solubilizan usando detergentes idnicos,
como SDS o laurilsarcosina, a temperaturas elevadas o en presencia de desnaturalizantes, como urea 8M o guanidina-
HCI 6-8M.

Con frecuencia, el paso final de la purificacién implica renaturalizaciéon y reoxidacién de los polipéptidos so-
lubilizados, requeridas para reestablecer la actividad funcional. Los puentes disulfuro, que son necesarios para el
plegamiento correcto de la proteina en su conformacién nativa, tienen que volver a formarse. Los procesos de renatu-
ralizacién, como el intercambio disulfuro, pueden requerir reactivos caros y relativamente t6xicos, como el glutation,
2-mercaptoetanol o ditiotreitol oxidados. Ademds, el rendimiento final de proteinas bioactivas producidas por ingenie-
ria genética puede ser relativamente bajo. Ademas, la presencia de reactivos tdxicos incluso a concentraciones traza,
necesarios para solubilizar y después reestablecer la estructura secundaria y terciaria de la proteina puede impedir
las posteriores aplicaciones clinicas de las proteinas. Asi, la generacién de proteinas diana en la forma de cuerpos de
inclusion insolubles en las células huésped bacterianas no s6lo complica la produccién de proteinas recombinantes y
resulta en un rendimiento bajo, sino que también puede hacer la proteina final inadecuada para uso clinico (Fisher, B.,
Summer, 1., Goodenough, P. Biotech. And Bioeng. 41:3-13, 1993).

Las dificultades tecnoldgicas asociadas con la extraccion de proteinas producidas por la expresién de genes hete-
r6logos en células huésped bacterianas transformadas con plasmidos se pueden superar infectando las células huésped
bacterianas con un bacteriéfago, cuya via litica resulta en la lisis de la célula portadora. Asi, la proteina deseada se
puede simplemente liberar al medio de cultivo (Breeze A.S. GB 2 143 238A). Asi pues, Breeze describe un método
para aumentar el rendimiento de enzima producida en E. coli infectando las células bacterianas con un fago A que lleva
una mutacion sensible a temperatura en cl que proporciona una lisis controlada. El producto del gen cI es un represor
de la transcripcién temprana y por consiguiente bloquea la transcripcién de la regién tardia del ADN del fago, que se
requiere para el ensamblaje de cabeza y cola y la lisis celular (Maniatis, T., Fritsch, E.F., Sambrook, J., MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL, 1982, Cold Spring Harbor Laboratory Press). Los bacteri6fagos que llevan
una mutacidén sensible a temperatura en cl son capaces de establecer y mantener el estado lisogénico siempre que las
células se propaguen en la temperatura que permita al producto del gen cl reprimir la transcripcién de los genes del
fago necesarios para el crecimiento litico. Asi pues, las células huésped bacterianas transformadas se pueden cultivar a
30°C, en donde la supresién mediada por cI de la transcripcién del ADN del fago continda y el fago se mantiene en el
estado lisogénico, hasta que se alcanza el estado de maxima produccién de fermento. Después, se puede incrementar la
temperatura del cultivo a 42°C durante 30 minutos para inactivar el represor cl y permitir al fago empezar su desarrollo
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litico. Las células huésped se pueden entonces incubar 2-3 horas a 30°C para permitir la lisis completa y la liberacién
de la enzima (Breeze A.S. GB 1243 238A).

Aunque Breeze ensefia liberacion de proteinas de las células bacterianas productoras, requiere cultivar los pro-
ductores a temperaturas no superiores a 30°C, que no es la temperatura 6ptima de crecimiento para las células de E.
coli. La sintesis a la temperatura 6ptima (37°C) no es posible, ya que las células a temperaturas superiores a 32°C
experimentan lisis antes de alcanzar el estado de maxima acumulacién de fermento debido al desarrollo del profago
litico sensible a temperatura. Ademads, la incubacién de las células huésped bacterianas a 42°C durante 30 minutos
como divulga Breeze puede activar proteasas que destruyan la proteina diana.

Auerbach et al. (Patente de EEUU n° 4,637,980) usaron un fragmento de ADN del fago A para inducir la liberacién
litica de productos recombinantes. En ese método, al igual que Breeze, la mutacién sensible a temperatura en el
producto del gen cI de A se usé para producir lisis de las células huésped bacterianas dependiente de temperatura. El
fragmento de ADN de A en Auerbach mantiene funcionales los genes que codifican las endolisinas, N, Q, Ry S, para
producir lisozima tras la inactivacién del represor a 42°C. La mayoria de los otros genes del fago se delecionaron;
mutaciones en los genes O y P impidieron la replicacién del ADN del fago. Por consiguiente, el ADN de A no era un
fago totalmente funcional, capaz de modular la expresion del gen diana. Ademds, el ADN de A de Auerbach no era
apropiado para usar como vector que lleva genes diana. Ademads, como se ha discutido anteriormente, la incubacién
de las células huésped bacterianas de 42°C a 44°C durante 90-120 minutos como describe Auerbach puede activar
proteasas que destruyen las proteinas diana.

Ademds de asegurar la liberacion litica de proteinas intactas de células bacterianas productoras, los bacteri6fagos
también se han usado como una alternativa a los vectores bacterianos basados en plasmidos, para llevar ADN heter6-
logo a las células huésped bacterianas. (Murray, N.E. y Murray, K., Nature 251:476-481, 1974; Moir, A., Brammar,
W.J., Molec. gen. Genet. 149:87-99, 1976). Tipicamente, la amplificacién de genes y sus productos se alcanza durante
el crecimiento litico del fago, en donde el genoma del fago se integra en el ADN del huésped bacteriano (Panasenko,
S.M., Cameron, J.R., Davis, R.V.,, Lehman, L.R., Science 196:188-189, 1997; Murray, N.E. y Kelley, W.S., Molec.
Gen. Genet. 175:77-87, 1979; Walter, F., Siegel, M., Malke, H., 1990, DD276,694; Mory, Y., Revel, M., Chen, L.,
Sheldon; LE,, Yuti-Chernajovsky, 1983, GB2,103,222A). Normalmente, se usan cultivos lisogénicos de fago A recom-
binante para infectar las células huésped bacterianas, o se crecen cultivos bacterianos “templados”, que ya llevan el
fago A lisogénico recombinante, para amplificar la expresioén de genes heter6logos.

Aunque hay ejemplos de uso con éxito de vectores A para expresion de genes heterdlogos, los vectores A se han
usado principalmente para la clonacion de genes. Una vez clonados, los genes se transfieren a vectores plasmidicos
para una expresion mds efectiva. Por ejemplo, cuando se infecta E. coli con el fago A Charon 4A C15, que contiene el
gen del interferén 8 humano, la cantidad de interferén en lisado de células constituy6 7-8 x 10° unidades/litro. Después
de que el fragmento de ADN que lleva el gen diana se reclonara del fago a un plasmido la produccién de interferén 8
aument6 a 1 x 10® unidades/litro (Moir, A., Brammar, W.J., Molec. gen. Genet. 149:87-99, 1976).

Para incrementar la produccién de proteinas heter6logas generadas en células huésped bacterianas por vectores A
recombinantes, se han introducido mutaciones en el genoma del fago que causan que el fago A pierda su capacidad de
iniciar la lisis de células bacterianas. El aumento en el rendimiento se alcanza por lo tanto extendiendo el periodo de
tiempo durante el que se expresa el gen heter6logo en las células huésped bacterianas. Asi, por ejemplo, la produccién
de ADN ligasa 1 en cultivos lisogénicos que contienen el profago Agt4ligS, con la mutacién dmbar en el gen S, fue
cinco veces mayor que la produccion de ADN ligasa 1 en cultivos lisogénicos que contienen el profago Agtdlig sin la
mutacién dmbar (Panasenko, S.M., Cameron, J.R., Davis, R.V., Lehman, L.R., Science 196:188-189, 1997). La protei-
na S del fago A se requiere para la lisis; por lo tanto los mutantes S acumulan un alto nimero de particulas intracelulares
de fagos progenie, asi como de proteina diana, sin que se lisen las células huésped (Maniatis, T., Fritsch, E.F., Sam-
brook, J., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 1982, Cold Spring Harbor Laboratory Press).

Se han descrito aumentos similares en la produccién de ADN ligasa 1 en cultivos lisogénicos que contenian fagos
A recombinantes con mutaciones dmbar en los genes S y Q, comparados con fago A recombinante sin las mutaciones
ambar (Murray, N.E. y Kelley, W.S., Molec. Gen. Genet. 175:77-87, 1979). La proteina Q del fago A se requiere para la
transcripcion de la region tardia del ADN del fago, que incluye muchos genes implicados en el ensamblaje de cabeza
y cola y en la lisis celular (Maniatis, T., Fritsch, E.F., Sambrook, J., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
MANUAL, 1982, Cold Spring Harbor Laboratory Press).

En la patente de EE UU n° 4,710,463, Murray describe lisogenizacidon de una cepa de E. coli no supresora (Su®)
con fago A que contiene la mutacién sensible a temperatura en cl, asi como mutaciones en los genes S y E de A. Por
consiguiente, el cultivo prolongado de E. coli lisogénica a 37°C conduce a altos niveles de produccién de la proteina
recombinante, que se retiene en las células ya que éstas no son lisadas por los productos de los genes del fago de
la forma normal, y puesto que el genoma del fago recombinante no se encapsida, se mantiene disponible para la
transcripcion.

A pesar del aumento en la produccion de proteinas heterlogas que es posible usando vectores A con mutaciones
en N, R, S, Q y/o E, las potenciales ventajas técnicas de los vectores bacteridfagos referidos a la liberacion litica de
proteinas diana, se puede perder con estas mutaciones, porque las proteinas diana se acumulan dentro de la célula.
Asi, cuando un vector A mutante deficiente en lisis se usa para la produccién de proteinas heterélogas, se deben llevar
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a cabo los pasos de extraccién y purificacién, discutidos anteriormente para las células bacterianas transformadas con
vectores plasmidicos, junto con las pérdidas resultantes.

El sistema del promotor T7/ARN polimerasa T7 es util para obtener un alto nivel de expresién de proteinas re-
combinantes. El uso del promotor T7 requiere la presencia de ARN polimerasa T7. La ARN polimerasa T7 se puede
suministrar mediante induccién del gen de la polimerasa T7 recombinante contenido en un liségeno en la cepa hués-
ped o por transformacién con un plasmido para la expresion del gen de la polimerasa T7. La ARN polimerasa T7 es
muy especifica para su propio promotor. Las reacciones de transcripcién desde el promotor T7 son muy eficientes y
se pueden producir muchas copias de ARN de longitud completa desde cada molde.

Compendio de la invencién

En una forma de realizacion, se describe un método para producir una proteina biolégicamente activa, que incluye
los pasos de:

transformar una cepa de E. coli con un plasmido que tiene al menos una copia de un gen expresable que codifica
una proteina biolégicamente activa, conectado operativamente al promotor de la polimerasa T7, en donde la cepa de
E. coli es capaz de expresar el gen de la ARN polimerasa T7;

infectar las células huésped bacterianas transformadas con un bacteriéfago capaz de mediar lisis retardada; y

cultivar las células huésped de E. coli en unas condiciones de cultivo que inducen el crecimiento litico de dichas
células sin lisis hasta que se alcanza el nivel de produccién deseado de dicha proteina, en donde dicha proteina se
produce como una proteina soluble y biol6gicamente activa.

En una forma de realizacion preferida, el bacteriéfago tiene una mutacién sensible a temperatura. En una forma de
realizacién mds preferida, la mutacién sensible a temperatura es clgs;.

Preferiblemente, las células huésped de E. coli se hacen crecer a una temperatura que previene el crecimiento litico
del bacteriéfago, antes del paso de cultivo.

En una forma de realizacion preferida, el bacteriéfago tiene una mutacién en al menos un gen capaz de mediar lisis
retardada. En una forma de realizacién mds preferida, el al menos un gen capaz de mediar lisis retardada se selecciona
del grupo consistente en N, Q y R.

En una forma de realizacién preferida, la cepa de E. coli produce un supresor para la reparacién de mutaciones
ambar.

En una forma de realizacion alternativa la cepa de E. coli carece de supresor para la reparacién de mutaciones
ambar.

En una forma de realizacién preferida, el bacteriéfago que infecta se proporciona a una multiplicidad de infeccién
en un rango de entre alrededor de 1 y alrededor de 100. En una forma de realizacién mds preferida, el bacteri6fago
que infecta se proporciona a una multiplicidad de infeccién en un rango de entre alrededor de 10 y alrededor de 25.

Preferiblemente, la lisis retardada mediada por bacteriéfago de la cepa de E. coli se retrasa a multiplicidades de
infeccién mds altas relativa a multiplicidades de infeccién més bajas.

En una forma de realizacidn, el gen expresable codifica el factor de crecimiento de fibroblastos dcido humano. En
una forma de realizacidn alternativa, factor de crecimiento de fibroblastos acido humano contiene 134 aminoacidos.
En otra forma de realizacion alternativa el factor de crecimiento de fibroblastos dcido humano contiene 140 aminoa-
cidos. En otra forma de realizacion alternativa el factor de crecimiento de fibroblastos dcido humano contiene 146
aminodcidos. En otra forma de realizacién alternativa el factor de crecimiento de fibroblastos dcido humano contiene
155 aminodcidos. En la forma de realizacion mds preferida, el factor de crecimiento de fibroblastos dcido humano
tiene la secuencia como se muestra en la SEQ ID NO: 1.

En una forma de realizacién, el gen expresable codifica una hormona de crecimiento humana. En una forma de
realizacion alternativa, el gen expresable codifica un interferén humano. En otra forma de realizacién, el gen expresable
codifica una metionina amino peptidasa de E. coli.

En una forma de realizacién preferida, el gen de la ARN polimerasa T7 estd bajo el control de un promotor
inducible. En una forma de realizacién mas preferida, el promotor inducible es un promotor lac UVS5.

En una forma de realizacion preferida, se proporciona un método para producir una proteina biolégicamente activa
que incluye los pasos de:

a) Hacer crecer una primera cepa de células de E. coli, que hospeda una cepa del bacteriéfago 4, en donde el
bacteriéfago A tiene una mutacion sensible a temperatura,
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b) ajustar la temperatura para producir la lisis de la primera cepa de E. coli y liberar el bacteriéfago A,

¢) proporcionar una segunda cepa de células de E. coli transformadas con un pldsmido que tiene al menos una
copia de un gen expresable y que codifica dicha proteina biolégicamente activa, dicho gen expresable estd
conectado operativamente al promotor de la polimerasa T7 bajo el control de un promotor inducible, en
donde a las células de la segunda cepa de E. coli se les puede inducir a expresar el gen de la polimerasa T7
mediante la adicién de un inductor;

d) infectar la segunda cepa de células de E. coli, con el bacteri6fago A, liberado de la primera cepa de células
de E. coli, e

e) incubar las células infectadas de la segunda cepa de de E. coli en un medio de cultivo que contiene el
inductor, de modo que la proteina se produce y se libera al medio de cultivo tras la lisis de las células de
la segunda cepa de E. coli, en donde dicha proteina se produce como una proteina soluble, biol6gicamente
activa y a una concentracién mayor de 100 microgramos/ml.

La invencién presentemente divulgada también recoge un dcido nucleico sintetizado quimicamente que consiste
esencialmente en la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1.

Para el propésito de resumir la invencion y las ventajas obtenidas sobre el estado anterior de la técnica, algunos
objetos y ventajas de la invencion de han descrito anteriormente. Por supuesto, debe entenderse que no todos esos
objetos o ventajas se pueden necesariamente alcanzar de acuerdo con cualquier forma de realizacién de la invencion.
Asi, por ejemplo, los expertos en la materia reconoceran que la invencién puede representarse o llevarse a cabo de una
manera que alcanza u optimiza una ventaja o un grupo de ventajas como se ensefia aqui sin alcanzar necesariamente
otros objetos o ventajas que se pueden ensefiar o sugerir aqui.

Otros aspectos, caracteristicas y ventajas de esta invencién serdn aparentes a partir de la descripcién detallada o de
las formas de realizacion preferidas que siguen.

Breve descripcion de los dibujos

Estas y otras caracteristicas de esta invencidn se describirdn ahora con referencia a los dibujos de formas de
realizacion preferidas que se proponen para ilustrar y no para limitar la invencion.

La Figura 1 muestra la secuencia de nucledtidos sintetizada quimicamente para un factor de crecimiento de fibro-
blastos dcido humano (FGFah; 155 aminoacidos) (SEQ ID NO: 1) que se ha modificado por sustitucién de codones que
ocurren de forma natural por codones encontrado en proteinas con altos niveles de expresion en E. coli y la secuencia
de aminoéacidos traducida (SEQ ID NO: 2).

La Figura 2 muestra las modificaciones hechas en los 155 codones del FGFah sintetizado quimicamente. FGF
fr HUMECGFB es la secuencia obtenida del GenBank (en NCBI) (SEQ ID NO: 3). FGFah 155 es la secuencia
quimicamente sintetizada de acuerdo con una forma de representacién de la presente invencién (SEQ ID NO: 1).

La Figura 3 muestra la construcciéon pET24-155@rev que contiene el gen FGFah 155 sintetizado quimicamente
(SEQ ID NO: 1).

La Figura 4 muestra el FGFah 155 purificado por HPLC. En el electroforegrama: carril 1, 10 1 de medio condicio-
nado que contiene haFGF 155; carril 2: 7 1 de FGFah 155 recombinante purificado en Heparina-Sepharosa (0.45 g/l);
carril 3: 14 1 de 80 1 de FGFah 155 purificado por HPLC. El carril no marcado en el extremo izquierdo contiene los
marcadores de peso molecular.

La Figura 5 muestra la construcciéon pET24-134@rev que contiene el gen FGFah 134 sintetizado quimicamente
(SEQ ID NO: 3).

La Figura 6 muestra la secuencia de nucledtidos sintetizada quimicamente para un factor de crecimiento de fi-
broblastos dcido humano (134 aminoécidos) (SEQ ID NO: 4) que se ha modificado por sustitucién de codones que
ocurren de forma natural por codones encontrados en proteinas con altos niveles de expresién en E. coli y la secuencia
de aminoécidos traducida (SEQ ID NO: 5).

La Figura 7 muestra la construccién pET24-140@rev que contiene el gen FGFah 140 sintetizado quimicamente
(SEQ ID NO: 6).

La Figura 8 muestra la secuencia de nucledtidos sintetizada quimicamente para un factor de crecimiento de fi-
broblastos dcido humano (140 aminoécidos) (SEQ ID NO: 6) que se ha modificado por sustitucién de codones que
ocurren de forma natural por codones encontrado en proteinas con altos niveles de expresion en E. coli y la secuencia
de aminoacidos traducida (SEQ ID NO: 7).
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La Figura 9 muestra la construccién pET24ap-inf @rev que contiene el gen del interferén 2b sintetizado quimica-
mente (SEQ ID NO: 10).

La Figura 10 muestra la secuencia de nucleétidos sintetizada quimicamente para interfer6n-2b humano (SEQ ID
NO: 10) que se ha modificado por sustitucién de codones que ocurren de forma natural por codones encontrado en
proteinas con altos niveles de expresion en E. coli y la secuencia de aminoécidos traducida (SEQ ID NO: 11).

La Figura 11 muestra un gel de SDS-poliacrilamida al 12.5% que contiene proteinas producidas por el método
dependiente de fago descrito aqui; carril 1, marcadores de peso molecular, 2 g de cada marcador; carril 2, 40 1 de
medio de cultivo que contiene proteina recombinante FGF 134; carril 3, 40 1 de medio de cultivo que contiene proteina
recombinante FGF 140; carril 4, 40 1 de medio de cultivo que contiene interferén 2B recombinante; carril 5, 40 1 de
medio de cultivo que contiene proteina recombinante FGF 155; carril 6, 40 1 de medio de cultivo que contiene hormona
de crecimiento humana; carril 7, 40 1 de medio de cultivo que contiene metionina amino peptidasa recombinante; carril
8, 40 1 de medio de cultivo que contiene galactosidasa de E. coli.

La Figura 12 muestra un gel de SDS-poliacrilamida al 12.5% que contiene proteinas recombinantes purificadas de
acuerdo a la invencién aqui reivindicada: carril 1, marcadores de peso molecular; carril 2, 5 g de proteina FGF 134
purificada; carril 3, 5 g de proteina FGF 140 purificada; carril 4, 5 g de proteina FGF 146 purificada; carril 5, 5 g
de proteina interferén 2B purificada; carril 6, 5 g de proteina FGF 155 purificada; carril 7, 5 g de proteina metionina
amino peptidasa purificada; carril 8, marcadores de peso molecular.

Descripcion detallada de una forma de realizacién preferida

Si bien la forma de realizacién descrita representa la forma de realizacion preferida de la presente invencion, se
debe entender que los expertos en la técnica producirdn modificaciones sin separarse del espiritu de la invencién. El
alcance de la invencion se determinard Gnicamente por las reivindicaciones adjuntadas.

El bacteriéfago A es util como vector porque més del 40% del genoma viral no es esencial para el crecimien-
to litico. Este drea del genoma de A, situado en la regién central del ADN de A, entre los genes J y N, puede
reemplazarse por ADN heterélogo que codifica un producto deseado. Esta regién se transcribe pronto durante la
infeccién.

Para maximizar la expresiéon de un gen diana, cuya informacién de sintesis se registra en el drea de los genes
tempranos del fago, se deberian proporcionar condiciones especiales para el desarrollo del fago para asegurar la repli-
cacion correcta. Ademads, la transcripcion del drea temprana, que contiene el gen diana, se deberia fomentar, mientras
que la transcripcién de los genes tardios, implicados en la lisis celular, se deberia desacelerar. Esto retarda la madura-
cion de las particulas de A y la posterior lisis celular. Por consiguiente, los productos tempranos del fago, incluido el
producto del gen diana, se acumularan en las células bacterianas. La desaceleracion de la transcripcion tardia, de este
modo extendiendo la expresion del gen diana, se puede llevar a cabo mediante: (1) mutaciones en el genoma del fago
que bloquean la expresion de genes tardios (2) multiplicidad de infeccién aumentada, y/o (3) cultivo de las células
bacterianas infectadas a una temperatura reducida.

Una ventaja de infectar células productoras con un bacteriéfago es que el fago causa una reorganizacién profunda
de toda la sintesis de macromoléculas en las células huésped bacterianas. Apagando la transcripcion de genes bacte-
rianos, los fagos pueden aumentar la copia del gen diana, y por consiguiente, aumentar la produccién del producto
deseado.

En una forma de realizacién del sistema de superproduccién presente, se proporcionan fagos A con mutaciones
dmbar que retrasan la lisis bacteriana (por ejemplo, mutaciones en Q y R) a una cepa de E. coli, designada Su®, que
carece del supresor responsable de corregir las mutaciones dambar en el fago A. Para obtener una cepa de E. coli no
supresora (Su®), se seleccionan clones Su® de la poblacién salvaje Su*. Preferiblemente, se inserta un marcador de
seleccion en el ADN del fago, por ejemplo, resistencia a tetraciclina o ampicilina.

La seleccion de las cepas no supresoras (Su®) de E. coli, por ejemplo, E. coli K 802 se llevé a cabo con fago 4
clgs;Nam7Nam53 bla tet (de ahora en adelante A bla N”). La cepa de E. coli C600 (4 bla N”) sirvié como fuente del
fago. Este fago se obtuvo por insercién del plasmido pCV 11 (bla tet) en el sitio EcoRI de un vector con sitio tinico
(EcoRI) que lleva un mutacioén ts en el gen represor (clsg;). Después se introdujeron dos mutaciones dmbar en el gen
N del fago mediante recombinacién in vivo.

Los clones se probaron para no lisogenicidad con fago A clear. Ademds del fago A bla N’, se utilizé el fago
Aclgs7Qami17Ramss para buscar supresores.

Como se sabe, el mutante N’ del fago A no es capaz de lisar las células huésped y estd presente en las células
en forma de pldsmidos extremadamente inestables. Si las células huésped contienen un supresor, la mutaciéon dmbar
se corrige fenotipicamente, la proteina N se sintetiza y el fago se puede desarrollar liticamente. Esta diferencia en
la viabilidad de las células Su* y Su®, infectadas por 2 N’, se usa como base para la seleccion de revertientes Su®
que aparecen espontdneamente en la poblacién celular de E. coli Su*. Su usé el fago A con un plasmido insertado
que introduce los marcadores de resistencia a ampicilina y tetraciclina en las células para prevenir que las células
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no lisantes Su® enmascaren la biisqueda de mutantes. El fago también contiene la mutacién ts en el gen represor que
permite el desarrollo litico de dicho fago resultando en lisis celular.

Si el medio suplementado con ampicilina y tetraciclina se inocula con un cultivo Su* tras su infeccién con fago 4
bla N’ con crecimiento posterior a 43°C, se deberian desarrollar en las placas células individuales libres de supresor
que contienen el fago A bla N’ en forma de pldsmido. Curando las células del fago, deberiamos obtener derivados Su®
de los cultivos parentales. El método se puede subdividir en diferentes fases.

1. Infeccion del cultivo con el fago A bla N’

El cultivo de E. coli Su* se cultivé en el medio M9 con maltosa a 37°C con agitacién intensa hasta una densidad de
1-2 x 10® células/ml. Las células se infectaron con el fago A bla N” a una multiplicidad de 5-10 particulas por células
y se incubaron durante 20 minutos a 20°C. Bajo las condiciones dadas, la eficiencia de la infeccién es de alrededor del
100%, ademas del grueso de las células Su*, el fago también infecta células Su® individuales.

2. Seleccion de células libres de supresor que contienen el fago marcador

Tras la infeccion, las células se sembraron en medio de agar suplementado con tetraciclina a 12 y/ml y ampicilina
a 20 y/ml, y se crecieron a 43°C. En 24 horas se desarrollaron colonias individuales, que se resembraron en medio de
agar con antibidticos y se cultivaron a 37°C.

3. Cura de los clones seleccionados del fago A

Dado que el fago A N’ en las células de E. coli Su® estd en forma de pldsmidos extremadamente inestables, para
curarlos del fago los clones seleccionados se sembraron en medio selectivo de agar sin antibidticos y se cultivaron a
37°C. El nimero de células que ha perdido el fago en el primer pase en el medio sin antibidticos ascendi6 al 12-35%.
La seleccion de dichas células se llevé a cabo monitorizando la pérdida de resistencia a antibidticos y la adquisicién
de sensibilidad al fago A clear.

4. Ensayo de células para represor

Se ensay6 la capacidad del fago A con mutaciones 4mbar para formar placas en césped de clones curados. Los
derivados isogénicos libres de represor de las cepas parentales de E. coli Su* son clones en los que el fago A bla N’ no
formo placas, el fago Aclss;Qumi17Ramss produjo 1-3 x 105 PFU/m, y el fago Aclgs; sin mutaciones en los genes Q y R
produjo 1 x 10'° PFU/ml.

Utilizando este método, obtuvimos revertientes Su® de E. coli K 802 Su*. Basado en el nimero de células en el
momento de la infeccién y el nimero de revertiente Su® entre ellos, la frecuencia de aparicién de células libres de
supresor fue de 3 x 1077,

En una forma de realizacién preferida, el gen de interés se clona en pET-24a(+) bajo el control del promotor T7.
Cualquier gen de interés se puede usar en la préctica de la invencién reivindicada. Ejemplos particulares incluyen,
pero no estdn limitados a la hormona de crecimiento humana, interferén, metionina amino peptidasa, la forma del
FGFa humano de 134 aminodcidos, la forma del FGFa humano de 140 aminodcidos, la forma del FGFa humano
de 146 aminodcidos, y la forma del FGFa humano de 155 aminodcidos. En una forma de realizacién alternativa, el
gen de interés se puede clonar en un plasmido bacteriano y en un fago bajo el control de los promotores adecuados.
En la forma de realizacién mds preferida, el gen FGFah 155 sintetizado quimicamente (SEQ ID NO: 1) se clona en
pET-24a(+) bajo el control del promotor T7. El promotor T7 sélo es reconocido por ARN polimerasa de T7 y no es
reconocido por la ARN polimerasa de E. coli. El pldsmido obtenido con el gen FGFah 155 (FGFahp 155) se transformé
en E. coli BL21 (DE3). Esta cepa contiene el gen de la ARN polimerasa de T7. El gen de la ARN polimerasa de T7
estd bajo el control del promotor inducible lac UVS5 para inducir la sintesis de la ARN polimerasa de T7 sélo cuando
es necesaria ya que esta proteina es toxica para las células de E. coli. La induccién del promotor lac se lleva a cabo
afiadiendo IPTG al medio nutriente. Para obtener la proteina FGFah 155, la cepa productora, que contiene el plasmido
recombinante con el gen de FGFah 155, se cultiva en condiciones de aireacion intensiva con una densidad celular de 5
x 107 - 5 x 10° células en 1 ml a una temperatura de 20-40°C. Se infecta entonces con el fago lambda con la mutacién
ts en el gen represor cl con una multiplicidad de 0.1 a 100 cuerpos de fago por célula y se contintia la incubacion a 20-
37°C durante 2-14 horas. Simultdneamente con el fago, se afiade IPTG a una concentracién de 1 mM.

El gen FGFah 155 codifica una proteina que contiene 155 residuos aminoacidicos. Sin embargo, s6lo se han podido
aislar dos formas mads cortas de FGFa a partir de muestras de tejidos. Las dos formas aisladas contienen 140 y 134
residuos aminoacidicos. La forma de FGFa que contiene 140 aminodcidos se considera completa, mientras que la
forma de FGFa que contiene 134 aminodcidos se considera que estd truncada. No ha sido posible extraer la forma de
FGFa que contiene 155 aminodcidos de muestras de tejidos. No se sabe si las isoformas mds cortas ocurren como una
funcién normal del procesamiento celular o como un artefacto que ocurre durante el procedimiento de aislamiento
por proteasas especificas en el proceso de extraccién del FGFa. Andlisis por Western blot de la proteina producida de
las moléculas aisladas de ADN recombinante para las tres formas del FGFa mostré altos niveles de expresion de las
formas de 140 y 134 y bajos niveles de expresion de la forma de 155.
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En una forma de realizacién preferida de la presente invencién, el gen humano del factor de crecimiento de fi-
broblastos dcido codifica la forma de 155 aminoécidos de la proteina FGFa y es sintetizado quimicamente (SEQ ID
NO: 1). La secuencia de nucleétidos del gen de FGFa 155 se ha deducido en base a la secuencia de aminodcidos
previamente descrita para FGFa 155 (SEQ ID NO: 2). La secuencia de aminodcidos del gen FGFa 155 sintetizado no
difiere de aquellas previamente descritas como la de la secuencia traducida de la secuencia de nucleétidos de FGF de
la SEQ ID NO: 3. Sin embargo, la secuencia de nucleétidos preferida del gen FGFah difiere de aquellas previamente
descritas. En una forma de realizacion preferida de la presente invencion, el gen FGFah 155 se ha sintetizado quimica-
mente usando los codones que son con mayor frecuencia utilizados por E. coli para proteinas bacterianas sintetizadas
intensivamente. La tablas del uso de codones para E. coli son bien conocidas y estdn disponibles. Ver, por ejemplo,
http://psyche.uthct.edu/shaun/Sblack/codonuse.html. La sintesis quimica de los genes humanos del FGFa se llevé a
cabo mediante métodos bien conocidos (Edge et al. (1983) Nucleic Acids Research 11 (18): 6419-6435).

Alternativamente, cualquier gen de interés se puede usar en la practica de la presente invencién incluyendo, pero
no limitado a, ADN aislado de tejidos animales que codifica otras formas de la proteina FGFah conocidas para los
expertos en la materia incluyendo las isoformas de 146, 140 y 134 y cualquier variante, derivados, o fragmentos de las
mismas. También ejemplificados aqui estdn los genes que codifican la hormona del crecimiento humana, el interferén
humano y la metionina amino peptidasa de E. coli.

La figura 1 muestra la secuencia completa de nucledtidos del gen FGFah 155, como se ha sintetizado por los
inventores (SEQ ID NO: 1).

Los vectores de expresion y clonacién tipicamente contienen un promotor que es reconocido por el organismo
huésped y esta conectado operativamente al gen de interés. Los promotores son secuencias no traducibles localizadas
corriente arriba (5’) al codén de inicio de un gen estructural (normalmente en un rango de 100-1000 pares de bases)
que controlan la transcripcion y traduccion de secuencias particulares de dcidos nucleicos a los que estdn conectados
operativamente. Tales promotores se dividen normalmente en dos clases, inducibles y constitutivos. Los promotores
inducibles son promotores que inician niveles incrementados de transcripciéon del ADN bajo su control en respuesta a
algunos cambios en las condiciones de cultivo, por ejemplo, la presencia o ausencia de un nutriente o un cambio en la
temperatura. Actualmente se conocen un gran nimero de promotores reconocidos por células huéspedes procariotas.
El experto en la materia sabrfa cémo ligarlos al gen de interés utilizando los adaptadores o eslabones para proporcionar
los sitios de restriccion adecuados.

Un sistema de promotor preferido es el sistema del promotor del bacteriéfago T7 de E. coli. El promotor del
bacteriéfago T7 de E. coli es muy especifico y requiere la presencia de la ARN polimerasa de T7. La ARN polimerasa
de T7 se puede proporcionar mediante transformacién con un pldsmido que exprese el gen de la ARN polimerasa de
T7 o se puede proporcionar por induccién del gen de la polimerasa de T7 contenido en un liségeno en la cepa huésped.
El promotor T7 y la ARN polimerasa de T7 estdn comercialmente disponibles.

Transformacién significa introducciéon de ADN en un organismo de modo que el ADN es capaz de replicarse,
bien como un elemento extracromosomal o bien por integracién en el cromosoma. La transformacién de células
procariotas se lleva a cabo usando técnicas bien conocidas para los expertos en la materia, como tratamiento con
CaCl, o electroporacion.

La superproduccioén de proteinas recombinantes se alcanza cultivando la cepa productora en condiciones que ra-
lentizan el desarrollo litico del fago lambda. Tales condiciones incluyen temperatura de cultivo disminuida y uso de
mutaciones dmbar en los genes tardios del fago lambda como los genes Q y R.

Las proteinas recombinantes se acumulan en los medios de cultivo como proteinas solubles como resultado de
la lisis de las células de la cepa productora por el fago lambda. La produccién de proteina recombinante constitu-
ye generalmente el 20% de las proteinas solubles acumuladas en el medio de cultivo. Los restos celulares se retiran
del medio de cultivo por centrifugacion. Las proteinas recombinantes se pueden entonces purificar de las proteinas y
polipéptidos contaminantes mediante procedimientos de purificacion, que son bien conocidos para los expertos en la
materia. Tales procedimientos incluyen, pero no estan limitados a, fraccionamiento en una columna de intercambio 16-
nico, precipitacion con etanol, HPLC de fase inversa, inmunoafinidad, SDS-PAGE, precipitacién con sulfato aménico,
y filtracién en gel. En el caso de las proteinas FGFah, la proteina FGFah se aplicé a heparina sepharosa para obtener
FGFah purificado.

Una descripcion més detallada de la presente invencidn se proporciona abajo. Mientras que la forma de realizacién
descrita representa una forma de realizacion preferida de la presente invencion, se debe entender que los expertos en la
materia producirdn modificaciones sin separarse del espiritu de la invencion. El alcance de la invencion se determinard
solamente para las reivindicaciones adjuntadas.

Ejemplo 1
Produccion de FGFa 155 humano por un método dependiente de fago

Cultivos de Escherichia coli BL21 (DE3) (NOVAGEN) se transformaron con el plasmido pET24-155 @rev (Figura
3), que contiene una copia del gen FGFa 155 que codifica el factor de crecimiento de fibroblastos 4cido humano (155
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aminodcidos). Los cultivos de BL21 (DE3) contienen una tinica copia del gen de la ARN polimerasa de T7 bajo el
control del promotor inducible lac UVS5 en el genoma bacteriano (Studier et al (1986) J. Mol. Biol. 189:113-130). En
el plasmido pET-24a(+) (NOVAGEN) se insert6 el gen FGFah 155 quimicamente sintetizado (SEQ ID NO: 1) bajo el
control del promotor T7 para producir el plasmido pET24-155@rev. La expresion del gen FGFah 155 empieza sé6lo
tras la aparicién de la polimerasa de T7 en las células que estd mediada a través de la induccion del promotor lac UVS
por IPTG.

Cultivos de E. coli BL21 (DE3) con pET24-155@rev se hicieron crecer con agitacién a 37°C en medio LB, que
contiene 50 g/ml de kanamicina, hasta una densidad de 2 x 10® células /ml. Las células se infectaron entonces con el
fago clgs7Qumi17Ramss @ una multiplicidad de alrededor de 10 cuerpos de fago por célula bacteriana y se cultivaron con
agitacion a 21°C durante unas 14 horas. Simultdneamente con el fago, se afadié al medio IPTG 1 mM.

El fago clgs;Qumi17Ramss s€ preparé de cultivos lisogénicos de E. coli RLMI, que se cultivaron en medio LB a 30°C
con aireacion intensiva hasta una densidad aproximada de 1 x 10® células/ml. El cultivo lisogénico se calent6 a 43°C
y se incubd durante 20 minutos para inactivar el represor cl. La temperatura se bajé entonces a 37°C y tras 60-70
minutos las células bacterianas sufrieron lisis, con los fagos formandose a 1-2 x10'° PFU/ml.

Tras incubacién de las células infectadas con fago durante 14 horas, los restos celulares se retiraron del medio
de cultivo por centrifugacién. El medio de cultivo, que contiene la proteina FGFah 155 se aplicé a una columna de
heparina sepharosa para obtener el FGFah 155 puro.

El medio de cultivo que contiene FGFah 155 se analiz6 mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
en condiciones desnaturalizantes y se tifi6 con azul de Coomassie. En al figura 4 se compara un electroforegrama del
medio de cultivo, que contiene la proteina FGFah 155, con proteina purificada FGFah. El carril 1 muestra 10 1 del
medio de cultivo. El carril 2 muestra 7 1 de la proteina FGFah 155 purificada en heparina-sepharosa (0.45 g/1). El carril
3 muestra 14 1de un total de 80 1 de FGFah purificada en HPLC. El carril no marcado en el extremo izquierdo contiene
los marcadores de peso molecular (Amersham Pharmacia Biotech). La produccion de proteina FGFah 155 en cultivos
infectados con fago fue de alrededor del 20% de la proteina celular total. El peso molecular de FGFah 155 fue de
17,908 Dalton determinada mediante un densitémetro Image Master VDS (datos no mostrados).

El FGFa humano producido por el método divulgado arriba mostré actividad biolégica basada en el ensayo de
membrana de pollo (Ejemplo 6). Ademds, el FGFa humano purificado mostré bioactividad en un ensayo de proli-
feracién basado en células utilizando fibroblastos BALB/c 3T3 (Linemeyer, Patente de EE UU No. 5401832). La
estimulacion semi-médxima de la proliferacion celular ocurrié a una concentracién de FGFa de 32 pg/ml. El FGFa 155
humano no purificado, contenido en el medio de cultivo bacteriano, también mostré actividad bioldgica en el ensayo
en fibroblastos 3T3 que fue equivalente al FGFa purificado, indicando que el FGFa 155 se sintetiz6 inicialmente en
bacterias como una proteina soluble, bioldgicamente activa.

Ejemplo 2
Produccion de FGFa 134 humano por un método dependiente de fago

Cultivos de Escherichia coli BL21 (DE3) (NOVAGEN) se transformaron con el plasmido pET24-134 @rev (Figura
5), que contiene una copia del gen sintetizado quimicamente que codifica el FGFa humano (134 aminodcidos) (Figura
6; SEQ ID NO: 4). La secuencia de aminoacidos traducida se muestra en SEQ ID NO: 5. Los cultivo de BL21 (DE3)
contienen una sola copia del gen de la ARN polimerasa de T7 bajo el control del promotor inducible lac UVS5 en el
genoma bacteriano (Studier et al (1986) J. Mol. Biol. 189:113-130). El gen de la forma de 134 aminoacidos del FGFa
humano se insert6 en el plasmido pET24a(+) (NOVAGEN) bajo el control del promotor T7. La expresion del gen de
la forma de 134 aminoécidos del FGFa humano solo empieza tras la aparicién de la polimerasa de T7 en las células
que estd mediada a través de la induccién del promotor lac UV5 por IPTG.

Cultivos de E. coli BL21 (DE3) con el plasmido pET24-134@rev se hicieron crecer con agitacién a 37°C en
medio LB que contiene 50 g/I de kanamicina, hasta una densidad de 2 X 10% células/ml. Las células se infectaron
entonces con el fago clgs;Q,mii7Ramss @ una multiplicidad de alrededor de 10 cuerpos de fago por célula bacteriana y
se cultivaron con agitacién a 21°C durante unas 14 horas. Simultdneamente con el fago, se afiadié al medio IPTG 1
mM.

El fago clgs;Qumii7Ramss S€ preparé de cultivos lisogénicos de E. coli RLMI, que se cultivaron en medio LB a 30°C
con aireacion intensiva hasta una densidad aproximada de 1 x 10® células /ml. El cultivo lisogénico se calent6 a 43°C
y se incubd durante 20 minutos para inactivar el represor cl. La temperatura se bajé entonces a 37°C y tras 60-70
minutos las células bacterianas sufrieron lisis, con los fagos forméndose a 1-2 x10'° PFU/ml.

Tras incubacién de las células infectadas con fago durante 14 horas, los restos celulares se retiraron del medio
de cultivo por centrifugacién. El medio de cultivo, que contiene la proteina FGFah 134 se aplic6 a una columna de
heparina sepharosa para obtener la proteina FGFah 134 pura.
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Ejemplo 3
Produccion de FGFa 140 humano por un método dependiente de fago

Cultivos de Escherichia coli BL21 (DE3) (NOVAGEN) se transformaron con el plasmido pET24-140@rev (Figura
7), que contiene una copia del gen sintetizado quimicamente que codifica el FGFa humano (Figura 8; 140 aminoécidos)
(SEQ ID NO: 6). La correspondiente proteina se muestra como SEQ ID NO: 7. Los cultivo de BL21 (DE3) contienen
una sola copia del gen de la ARN polimerasa de T7 bajo el control del promotor inducible lac UVS5 en el genoma
bacteriano (Studier et al (1986) J. Mol. Biol. 189:113-130). El gen de la forma de 140 amino4cidos del FGFa humano
se insert6 en el plasmido pET24a(+) (NOVAGEN) bajo el control del promotor T7. La expresion del gen de la forma
de 140 aminodcidos del FGFa humano solo empieza tras la aparicién de la polimerasa de T7 en las células que esta
mediada a través de la induccién del promotor lac UVS por IPTG.

Cultivos de E. coli BL21 (DE3) con el plasmido pET24-140@rev se hicieron crecer con agitacién a 37°C en medio
LB que contiene 50 g/l de kanamicina, hasta una densidad de 2 X 10® células/ml. Las células se infectaron entonces
con el fago clgs;Q,mi17Ramss @ una multiplicidad de alrededor de 10 cuerpos de fago por célula bacteriana y se cultivaron
con agitacién a 21°C durante unas 14 horas. Simultdneamente con el fago, se afiadi6 al medio IPTG 1 mM.

El fago clgs;Qumi17Ramsa s€ preparé de cultivos lisogénicos de E. coli RLMI, que se cultivaron en medio LB a 30°C
con aireacion intensiva hasta una densidad aproximada de 1 x 10® células/ml. El cultivo lisogénico se calent6 a 43°C
y se incub6 durante 20 minutos para inactivar el represor cl. La temperatura se bajé entonces a 37°C y tras 60-70
minutos las células bacterianas sufrieron lisis, con los fagos formandose a 1-2 x10'° PFU/ml.

Tras incubacién de las células infectadas con fago durante 14 horas, los restos celulares se retiraron del medio
de cultivo por centrifugacién. El medio de cultivo, que contiene la proteina FGFah 140 se aplicé a una columna de
heparina sepharosa para obtener el FGFah 140 humano puro.

El FGFa 140 humano producido por el método divulgado arriba mostré actividad biolégica basada en el ensayo de
membrana de pollo (Ejemplo 6).

Ejemplo 4
Produccion de FGFa 146 humano por un método dependiente de fago

Cultivos de Escherichia coli BL21 (DE3) (NOVAGEN) se transformaron con el plasmido pET24-146@rev, que
contiene una copia del gen sintetizado quimicamente que codifica el FGFa humano (140 aminoacidos) (no mostra-
do). Los cultivo de BL21 (DE3) contienen una sola copia del gen de la ARN polimerasa de T7 bajo el control del
promotor inducible lac UV5 en el genoma bacteriano (Studier ef al (1986) J. Mol. Biol. 189:113-130). El gen de
la forma de 146 aminodcidos del FGFa humano se insert6 en el plasmido pET24a(+) (NOVAGEN) bajo el control
del promotor T7. La expresion del gen de la forma de 146 aminoédcidos del FGFa humano solo empieza tras la apa-
ricién de la polimerasa de T7 en las células que estd mediada a través de la induccién del promotor lac UVS por
IPTG.

Cultivos de E. coli BL21 (DE3) con el plasmido pET24-146@rev se hicieron crecer con agitacién a 37°C en medio
LB que contiene 50 g/l de kanamicina, hasta una densidad de 2 X 10® células/ml. Las células se infectaron entonces
con el fago clgs;Q,mi17Ramss @ una multiplicidad de alrededor de 10 cuerpos de fago por célula bacteriana y se cultivaron
con agitacién a 21°C durante unas 14 horas. Simultdneamente con el fago, se afiadi6 al medio IPTG 1 mM.

El fago clgs;Qumi17Ramsa s€ prepard de cultivos lisogénicos de E. coli RLMI, que se cultivaron en medio LB a 30°C
con aireacion intensiva hasta una densidad aproximada de 1 x 10® células/ml. El cultivo lisogénico se calent6 a 43°C
y se incubd durante 20 minutos para inactivar el represor cl. La temperatura se bajé entonces a 37°C y tras 60-70
minutos las células bacterianas sufrieron lisis, con los fagos formandose a 1-2 x10'° PFU/ml.

Tras incubacién de las células infectadas con fago durante 14 horas, los restos celulares se retiraron del medio
de cultivo por centrifugacién. El medio de cultivo, que contiene la proteina FGFah 146 se aplicé a una columna de
heparina sepharosa para obtener el FGFah 146 humano puro.

El FGFa 146 humano producido por el método divulgado arriba mostré actividad biolégica basada en el ensayo de
membrana de pollo (Ejemplo 6).

Ejemplo 5
Purificacion de proteinas recombinantes FGFah

El medio de cultivo que contiene una proteina FGFah se diluye con un volumen de tampén KH,PO, 0.04 M, pH
7.0, y se aplica a una columna de heparina-sepharosa equilibrada con KH,PO, 0.02 M, pH 7.0. La velocidad de flujo
se ajusta a 80 ml/hora. Tras la aplicacién del medio de cultivo que contiene la proteina FGFah, la columna se lava con

tamp6n KH,PO, 0.02 M, pH 7.0. Después, la columna se lava con tamp6n KH,PO, 0.02 M, que contiene NaCl 0.6
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M, pH 7.3. La elucién se lleva a cabo utilizando tampén KH,PO, 0.02 M con NaCl 1.5 M, pH 7.5. Todos los pasos se
llevan a cabo a 4°C.

Ejemplo 6

Un método para estudiar la influencia del FGF en la formacion de nuevos vasos sanguineos en la membrana corioa-
lantoica (MCA) del embrion de pollo

El método para estudiar la angiogénesis en el modelo de embriones de pollo (Thomas et al. (1985) Proc. Natl.
Acad. Sci, USA 82:6409-6413) se adaptd para determinar los efectos de las proteinas recombinantes FGFah 155,
146 y 140 en angiogénesis comparado con factor de crecimiento de fibroblastos 4cido puro derivado de cerebro. El
factor de crecimiento de fibroblastos dcido puro derivado del cerebro es un potente mitégeno angiogénico de células
endoteliales vasculares con homologia de secuencia con la interleuquina.

Las céscaras de embriones de pollo de tres dias se esterilizaron con alcohol etilico. Las céscaras y las cubiertas
bajo las cdscaras se retiraron de la cdmara de aire utilizando férceps y los huevos se cubrieron con el fondo de una
placa Petri de pldstico de 35 mm. Los embriones se incubaron a 37°C durante 5-6 dias. Al final de este periodo, se
examinaron los embriones y se seleccionaron para experimentacién los huevos con vasos sanguineos de MCA bien
desarrollados.

Discos de papel de filtro con gel depositado que contenfa FGF se depositaron sobre MCA de huevos, con el gel
hacia los vasos sanguineos y se incubaron en un termostato a 37°C durante otros 3 dias. El gel se preparé de la siguiente
manera: se disolvio la cantidad probada de FGF en 30 | de medio de Eagle (solucién 1); entonces se disolvieron 10
g de heparina en 30 1 de medio de Eagle y se afiadi6 agarosa al 2% (solucion 2). Se mezclaron volimenes iguales de
las soluciones 1 y 2 y la mezcla obtenida se deposité en alicuotas de 60 1 en discos de papel de filtro de 12 mm de
didmetro.

Al cuarto dia, los discos de papel de filtro se retiraron. Se inyecto leche de vaca enriquecida (10% de grasa de
leche) bajo la MCA en una cantidad de alrededor de 1 ml o menos. El resultado fue de un fondo blanco contra el que
los vasos de la MCA fueron facilmente observables.

Los resultados de los experimentos se grabaron con una cdmara de video conjuntamente con un ordenador. Se
evalué la formacién de nuevos vasos en la MCA bajo el efecto del FGF mediante los siguientes pardmetros: naturaleza
y direccién del crecimiento de los vasos, su cantidad y categoria (grande, mediano, pequefio), la presencia o ausencia
de anastomosis etc. Estos datos se compararon con las muestras control que no fueron expuestas a FGF. Los vasos
sanguineos de embriones de pollo en el 14° dia de desarrollo se trataron con FGF 155 producido por el método
recombinante dependiente de fago descrito aqui y purificado con heparina-sepharosa como se ha descrito.

La aplicacién de la proteina recombinante FGF 155 demostré la formacién de vasos sanguineos nuevos. En el
cuarto dia tras la aplicacion de 1 g de FGF 155, los vasos eran fundamentalmente pequefios y mostraban crecimiento
radial. Un aumento del FGF 155 hasta 3 g mostr6 el correspondiente aumento en tamafio de los vasos sanguineos.
Se observaron vasos medianos con crecimiento radial. Un mayor aumento de hasta 4 g de FGF 155 aplicado mos-
tr6 el desarrollo de vasos sanguineos grandes, medianos y pequefios 4 dias tras la aplicacién comparados con el
control.

Ejemplo 7
Produccion hormona de crecimiento humana por un método dependiente de fago

Cultivos de Escherichia coli BL21 (DE3) (NOVAGEN) se transformaron con un pldsmido que contiene una copia
de un gen sintetizado quimicamente que codifica la hormona de crecimiento humana (SEQ ID NO: 8). La secuencia
traducida de aminodcidos se muestra como SEQ ID NO: 9. Los cultivo de BL21 (DE3) contienen una sola copia del
gen de la ARN polimerasa de T7 bajo el control del promotor inducible lac UV5 en el genoma bacteriano (Studier
et al (1986) J. Mol. Biol. 189:113-130). El gen de la hormona de crecimiento humana se inserté en el plasmido
pET24a(+) (NOVAGEN) bajo el control del promotor T7. La expresién del gen de la hormona de crecimiento humana
sOlo empieza tras la aparicion de la polimerasa de T7 en las células que estd mediada a través de la induccién del
promotor lac UV5 por IPTG.

Cultivos de E. coli BL21 (DE3) transformados se hicieron crecer con agitacién a 37°C en medio LB que contie-
ne 50 g/l de kanamicina, hasta una densidad de 2 X 10® células/ml. Las células se infectaron entonces con el fago
clgs7Qumi17Ramss @ una multiplicidad de alrededor de 10 cuerpos de fago por célula bacteriana y se cultivaron con
agitacion a 21°C durante unas 14 horas. Simultdneamente con el fago, se afladi6 al medio IPTG 1 mM.

El fago clgs;Qumi17Ramsa s€ preparé de cultivos lisogénicos de E. coli RLMI, que se cultivaron en medio LB a 30°C
con aireacion intensiva hasta una densidad aproximada de 1 x 10® células/ml. El cultivo lisogénico se calent6 a 43°C
y se incub6 durante 20 minutos para inactivar el represor cl. La temperatura se bajé entonces a 37°C y tras 60-70
minutos las células bacterianas sufrieron lisis, con los fagos formandose a 1-2 x10'° PFU/ml.
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Tras incubacién de las células infectadas con fago durante 14 horas, los restos celulares se retiraron del medio de
cultivo por centrifugacion. La proteina de la hormona de crecimiento humana se purificé mediante cromatografia en
columna por métodos conocidos para los expertos en la materia para obtener hormona de crecimiento humana pura.
La hormona del crecimiento humana purificada fue biolégicamente activa cuando se ensay6 en un bio-ensayo basado
en células, que utiliza células de linfoma Nb2 (Gout P.W., Cancer Research 40:2433-2436, 1980). La concentracién
de la hormona del crecimiento humana que produjo estimulacidon semi-maxima sobre la proliferacion de células N2b
fue de 125 pg/ml.

Ejemplo 8
Produccion de interferon-2b humano por un método dependiente de fago

Cultivos de Escherichia coli BL21 (DE3) (NOVAGEN) se transformaron con el pldsmido pET24-inf@rev (Figura
9), que contiene una copia del gen sintetizado quimicamente que codifica el interferén-2 humano (Figura 10; SEQ
ID NO: 10). La secuencia de aminoacidos traducida se muestra como SEQ ID NO: 11. Los cultivo de BL21 (DE3)
contienen una sola copia del gen de la ARN polimerasa de T7 bajo el control del promotor inducible lac UVS5 en el
genoma bacteriano (Studier et al (1986) J. Mol. Biol. 189:113-130). El gen del interferén humano se inserté en el
plasmido pET24a(+) (NOVAGEN) bajo el control del promotor T7. La expresion del gen del interferén s6lo empieza
tras la aparicién de la polimerasa de T7 en las células que estd mediada a través de la induccién del promotor lac UVS
por IPTG.

Cultivos de E. coli BL21 (DE3) con el pldsmido pET24-inf@rev se hicieron crecer con agitaciéon a 37°C en medio
LB que contiene 50 g/l de kanamicina, hasta una densidad de 2 X 10® células/ml. Las células se infectaron entonces
con el fago clgs7Qumi17Ramss @ una multiplicidad de alrededor de 10 cuerpos de fago por célula bacteriana y se cultivaron
con agitacién a 21°C durante unas 14 horas. Simultdneamente con el fago, se afiadié al medio IPTG 1 mM.

El fago clgs;Qumii7Ramss s€ preparé de cultivos lisogénicos de E. coli RLMI, que se cultivaron en medio LB a 30°C
con aireacion intensiva hasta una densidad aproximada de 1 x 10® células/ml. El cultivo lisogénico se calent6 a 43°C
y se incubd durante 20 minutos para inactivar el represor cl. La temperatura se bajé entonces a 37°C y tras 60-70
minutos las células bacterianas sufrieron lisis, con los fagos forméndose a 1-2 x10'° PFU/ml.

Tras incubacién de las células infectadas con fago durante 14 horas, los restos celulares se retiraron del medio de
cultivo por centrifugacién. El interferén se purificé mediante cromatografia en columna por métodos conocidos para
los expertos en la materia para obtener interferén puro.

El interferén producido por el método divulgado tenia actividad bioldgica en el ensayo antiviral del interferén
llevado a cabo en células de rifién bovinas infectadas con el virus de la estomatitis vesicular (Aebersold P., Methods
in Enzimology 119:579-592, 1986). En este ensayo el interferén alpha 2b tiene una potencia biolGgica de 1.81 X 108
Unidades Internacionales (IU) por mg de proteina. En este ensayo antiviral el interferén alpha 2b contenido en el
medio de cultivo antes de la purificacién tenia una potencia equivalente a la del interfer6n purificado, indicando que el
interferén alpha 2b es inicialmente sintetizado en bacterias como una proteina soluble, biolégicamente activa.

Ejemplo 9
Produccion de la metionina amino peptidasa de E. coli por un método dependiente de fago

Cultivos de Escherichia coli BL21 (DE3) (NOVAGEN) se transformaron con un pldsmido que contiene una copia
del gen sintetizado quimicamente que codifica la metionina amino peptidasa de E. coli. Los cultivo de BL21 (DE3)
contienen una sola copia del gen de la ARN polimerasa de T7 bajo el control del promotor inducible lac UVS5 en el
genoma bacteriano (Studier et al (1986) J. Mol. Biol. 189:113-130). El gen de la metionina amino peptidasa de E.
coli se insert6 en el plasmido pET24a(+) (NOVAGEN) bajo el control del promotor T7. La expresion del gen de la
metionina amino peptidasa de E. coli s6lo empieza tras la aparicion de la polimerasa de T7 en las células que estd
mediada a través de la induccién del promotor lac UVS por IPTG.

Los cultivos de E. coli BL21 (DE3) transformados se hicieron crecer con agitacién a 37°C en medio LB que
contiene 50 g/l de kanamicina, hasta una densidad de 2 X 10® células/ml. Las células se infectaron entonces con el
fago clgs7Qumi17Ramss @ una multiplicidad de alrededor de 10 cuerpos de fago por célula bacteriana y se cultivaron con
agitacion a 21°C durante unas 14 horas. Simultdneamente con el fago, se anadi6 al medio IPTG 1 mM.

El fago clgs;Qumi17Ramss s€ preparé de cultivos lisogénicos de E. coli RLMI, que se cultivaron en medio LB a 30°C
con aireacion intensiva hasta una densidad aproximada de 1 x 10® células/ml. El cultivo lisogénico se calent6 a 43°C
y se incubd durante 20 minutos para inactivar el represor cl. La temperatura se bajé entonces a 37°C y tras 60-70
minutos las células bacterianas sufrieron lisis, con los fagos forméndose a 1-2 x10'° PFU/ml.

Tras incubacion de las células infectadas con fago durante 14 horas, los restos celulares se retiraron del medio de

cultivo por centrifugacién. La metionina amino peptidasa de E. coli se purific6 mediante cromatografia en columna
por métodos conocidos para los expertos en la materia para obtener metionina amino peptidasa de E. coli pura.
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Ejemplo 10
Andlisis en gel de las proteinas recombinantes producidas por el método dependiente de fago

Medios de cultivo que contienen la forma de 134 aminoacidos del FGFa humano, la forma de 140 aminodcidos
del FGFa humano, la forma de 155 aminoacidos del FGFa humano, hormona de crecimiento humana, interferén, y
metionina amino peptidasa se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS en condiciones des-
naturalizantes y se tifieron con azul de Coomassie. En la Figura 11 se compara un electroforegrama de los medios
de cultivo que contienen la forma de 134 aminodcidos del FGFa humano, la forma de 140 aminodcidos del FGFa
humano, la forma de 155 aminodcidos del FGFa humano, hormona de crecimiento humana, interferén, y metionina
amino peptidasa con los marcadores de peso molecular. El carril 2 muestra 30 1 del medio de cultivo que contiene la
forma de 134 aminoécidos de FGFa humano. El carril 3 muestra 30 1 del medio de cultivo que contiene la forma de
140 aminodcidos de FGFa humano. El carril 4 muestra 30 1 del medio de cultivo que contiene interferén recombinante.
El carril 5 muestra 30 1 del medio de cultivo que contiene la forma de 155 aminodcidos de FGFa humano. El carril 6
muestra 30 1 del medio de cultivo que contiene la hormona de crecimiento humana recombinante. El carril 7 muestra
30 1 del medio de cultivo que contiene la metionina amino peptidasa recombinante. El carril 1 muestra 2 g de cada uno
de los marcadores de peso molecular (Amersham Pharmacia Biotech). Desde arriba, los marcadores de peso molecular
son: 94,000; 67,000; 43,000; 30,000; 20,100; 14,400.

La cuantificacion de las cantidades de la forma de 134 aminoacidos del FGFa humano, la forma de 140 aminoaci-
dos del FGFa humano, la forma de 155 aminoacidos del FGFa humano, hormona de crecimiento humana, interferén, y
metionina amino peptidasa en una mezcla se logré mediante escaner de las bandas de proteinas tefiidas en un gel de po-
liacrilamida con un densitémetro Image Master VDS (Pharmacia Biotech). La produccién de proteinas recombinantes
en los cultivos infectados con fagos fue de alrededor del 20% de la proteina celular total.

Se comparé un electroforegrama que contenia las proteinas recombinantes purificadas FGFa humana 134, FGFah
140, FGFah 146, interfer6n, FGFah 155 y metionina amino peptidasa (Figura 12). El carril 2 muestra 5 g de la proteina
purificada FGFa 134. El carril 3 muestra 5 g de la proteina purificada FGFa 140. El carril 4 muestra 5 g de la forma de
146 aminoécidos del FGFa humano purificado. La produccién de la forma de 146 aminoécidos del FGFa humano en
cultivos infectados por fagos fue de alrededor del 20% de la proteina celular total. El carril 5 muestra 5 g de interferén
purificado. El carril 6 muestra 5 g de la proteina FGFa 155. El carril 7 muestra 5 g de la metionina amino peptidasa
de E. coli purificada. Los carriles 1 y 8 muestran 2 g de cada marcador de peso molecular (Amersham Pharmacia
Biotech).
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir una proteina biolégicamente activa, que comprende:

a) hacer crecer una cepa de E. coli capaz de expresar el gen de la ARN polimerasa de T7 mediante la adicién
de un inductor,

b) transformar la cepa obtenida en el paso a) con un plasmido que tiene al menos una copia de un gen expresa-
ble que codifica una proteina biolégicamente activa, conectado operativamente al promotor de la polimerasa
de T7

¢) infectar la cepa obtenida en el paso b) con un bacteriéfago que media lisis retardada, con una mutacién
sensible a temperatura clgs; y una mutacién en al menos un gen seleccionado de entre N, Q, y R, e incubar
la cepa de E. coli infectada en un medio de cultivo que contiene el inductor para expresar el gen de la
polimerasa de T7,y

d) cultivar la cepa obtenida en el paso c) en unas condiciones de cultivo que inducen crecimiento litico de
dichas células sin lisis hasta que se alcanza un nivel deseado de produccién de dicha proteina.

2. El método de acuerdo a la reivindicacion 1, en donde dicho bacteriéfago es un clgs; Qumi17Ramsa-

3. El método de acuerdo a las reivindicaciones 1 6 2, en donde el bacteriéfago introducido en el paso c) se prepara
siguiendo los pasos de:

a) Hacer crecer una primera cepa de células de E. coli, que hospedan dicho bacteriéfago,
b) ajustar la temperatura para producir lisis de la cepa obtenida en el paso a) y la liberacion del bacteriéfago.

4. El método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha proteina se produce como una
proteina soluble, biol6gicamente activa a una concentracién mayor de 100 microgramos/ml.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en donde la cepa de E. coli produce un supresor para
reparar las mutaciones 4mbar.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la cepa de E. coli carece de un supresor para la
reparacion de la mutaciones dmbar.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el bacteri6fago que infecta se proporciona a una
multiplicidad de infeccién en un rango de entre alrededor de 1 a alrededor de 100.

8. El método de la reivindicacién 7, en donde el bacteri6fago que infecta se proporciona a una multiplicidad de
infeccién en un rango de entre alrededor de 10 a alrededor de 25.

9. El método de las reivindicaciones 7 u 8, en donde la lisis retardada mediada por bacteriéfago de la cepa de E.
coli se retrasa a multiplicidades de infeccién mads altas relativa a multiplicidades de infeccién mds bajas.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el gen expresable codifica un factor de creci-
miento de fibroblastos 4cido humano.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde el factor de crecimiento de fibroblastos dcido humano contiene
134 aminoéacidos.

12. El método de la reivindicacion 10, en donde el factor de crecimiento de fibroblastos acido humano contiene
140 amino&cidos.

13. El método de la reivindicacién 10, en donde el factor de crecimiento de fibroblastos dcido humano contiene
146 aminoéacidos.

14. El método de la reivindicacion 10, en donde el factor de crecimiento de fibroblastos dcido humano contiene
155 aminoacidos.

15. El método de la reivindicacién 14, en donde el factor de crecimiento de fibroblastos dcido humano tiene la
secuencia como se muestra en SEQ ID NO: 1.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el gen expresable codifica la hormona de
crecimiento humana.
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17. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el gen expresable codifica un interferén
humano.

18. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el gen expresable codifica la metionina amino
peptidasa de E. coli.

19. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el promotor inducible es un promotor lacUVS5.
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#2 rGlyGlalysAlalleleunPheleuProleuProValSerSerAsp #¥4

sall XmalXX

Sac) EcoRI Sacl AindiX Xhot

Hisl EBcl13611 Banix Ec11361IRinclIHindIXT NotYAval
-

5491 TGGCCAARAGGCTATCTTGTTCCTGCCACTACCAGIGAGCTCOGA CTAAGGATOCGARTTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGLCECAC
ACCGGTTTTOCGATAGAACARGEACSGTGATGETCACTCAAGGCY GATTCCTAGGCT TAAGCTCOAGGCAGCTETTCRARCGCLGECGTG

GEN DE FGFah SINTETIZADO QUIMICAMENTE Y LA CORRESPONDIENTE
SECUENCIA DE AMINOACIDOS

FIG.1
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FGF fr HUMECGFB TTC GCC CTG ACC AAG AAT CTG CCT CCA
FGFah 155 TTT GCG TTA ACG AAA AACCIT CCG CCC
N° aminoacido 009 011 012 013 015 017 018 019 00

Phe Ala  Leu Thr Lys Asn Les Pro Pro

FGF fr HUMECGFB AAG AAG AAA CTC CTC TGT AGC GGG GGC

FGFah 155 AAA AAA AAG CIT CIT TGC AGT GGA GGA

N° aminoacido 024 025 027 028 029 031 032 034 035
Lys Lys Lys Leu Leu Cys Ser Gly Gly

FGF fr HUMECGFB AGG ATC CIT CCG GTG ACA AGG GAC AGG
FGFah 155 CGA ATT CTG CCA GTA ACT CGC GAT CGC
N° aminoacido 039 040 041 042 046 -049 050 051 052

Arg lle Leu Pro Val Thr Arg Asp Amg

FGF fr HUMECGFB AGC CAG AGT GCG GTG GGG GTG ATA AGT
FGFah 155 TCC CAA TCG GCC GTT GGA GTIC ATC TCG
N°¢ aminoacido 053 060 062 063 066 067 069 071 073

Ser Gln Ser Ala Val Gly Val Tle Ser.

FGF fr HUMECGFB ACC TTG GAC TTA TAC ACA CCA AAT GAG
FGFah 155 ACG CTT GAT CTG TAT ACG CCT AAC GAA
N° aminoacido 074 080 085 088 089 093 094 095 096

Thr Leu Asp Leu Tyr Thr Pro Asn Gl

FGF fr HUMECGFB TGT TTC CTG AGG CI'G GAG GAG ACC TAT
FGFah 155 TGC TIT CTA AGA CTA GAA GAA ACG TAC
N° aminoacido 098 . 100 101 103 104 105 106 111 112

Cys Phe Leu Arg Lens Ghi Glu Thr Tyr

FGF fr HUMECGFB TCC AAG AAG AAT GTIT CTIC AAG AAG GGG
FGFah 155 TCG AAA AAA AAC GTA CTT AAA AAA GGT
N° aminoacido 114 115 116 121 124 126 127. 128 130

Ser Lys Lys Asn Val Leu Lys Lys Gly

FGF fr HUMECGFB AGC TGC AAA CGC GGT CCT CAG AAA GCA
FGFah 155 TCC TGT AAG CGT GGA CCACAA AAG GCT
N° aminoacido 131 132 133 134 135 136 142 143 144

Ser Cys Lys Arg Gly Pro Gln Lys Ala

FGF fr HUMECGFB TIT CTC CCC CTG GTC TCT TCT GAT
FGFah 155 TIC CTG CCA CIC GTG AGC TCC GAC
N° aminoacido 147 148 149 150 152 153 154 155

Phe Leu Pro Leu Val - Ser Ser Asp

MODIFICACION DE LOS CODONES EN LA MOLECULA DE FGFha 155.
FGF fr HUMECGFB-LA SECUENCIA DEL GENEBANK (EN NCBI), FGFah 155-LA
SECUENCIA SINTETIZADA POR LOS AUTORES DE LA INVENCION

FIG.2
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THerm 5871..5717
Boe11021(5660)
BHis 5586..5603
,ws(ssai)

Mo 1(5573)

Borm HI(5541)
StK(5446)
Meol(5314)

Ps7\(5166)

N2 1(5071)
T7 prom 4984..5000 <

lac operator 5002..5026
Bo711(4965)

S0/ (4776)

M\(4243)
Be/\(4229)

&7 EN4061)
lacl 3518..4547
Apa|(4040)
£501201(4036)
Pou|(3832)

£2oRV(3797)

B/ (3

pET24-155@rev
5742 bp

186)
Ns51(3165)

FouMi(3137)

FIG.3
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FGF 155 PURIFICADO POR HPLC (23-8-00)

CARRIL 1: 10 pl DE MEDIO CONDICIONADO
2: 7 pl DE PURIFICADO POR HEPARINA-SEFAROSA (0.45 pg/pl)
3: 14 pl de 80 pl DE PURIFICADO POR HPLC

FIG.4
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T7term 5611..5657
Bou11021(5600)
6His 5526..5543
Mo 1(5521)
Mor 1(5513)
Bom RI(5481)
S/\(5386)
Meol(5254)

Psf\(5106) F1 ORI
Noe (5071)

17 prom 4884..5000
lac operator5002..5026
B/ 1(4965)

SphAT76)

2 KAN-RES 563...1373

fgf134(-ATG)5075..5479 Smai(1070)

Ciri(1251)

M \(4243) pET24—1340@rev
Bl \(4229)

Bs/ EN(4061)
lacl 3518..4597

Apa 1(4040)
B5p1201(4036)
Pou\(3832)
£eoRV(3797)
Hoal(3741) /S
B9/1(3186) 7a£\(2338)
Nsb\(3165) £5711071(2375)
PouMi(3137)

£20571(18600)

ORI

FIG.5
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Bglll Vspl Bfml Mbix Xba

eRN—— ——————

4951  GCGCTAGAGGATCGAGACET DGATCCCGCLGARATTAATACGACTCA CTATAGCCGAATTGTGAGOGGATAACAATTCCCCTCTAGARATAA
CHOATCIOCRAGCICTAGRGCTAGGECOCTTIANT TATGCTGAGT GATATUCCOTTARCACTCGUUTATIGCTIAAGGGGAGATCPTTATT

+2 MetAsnTyrlyslys ProLysleulenTyrCysSerAsnGlyGlyRisPhelevArgil
Patl
Ndel RindXIX BfaX EcoRl
5041  TETLTCTTTABCTTIAN AGATATACRTATGAATTACAAARA ACCCARGCTICTITACTOCAGTAACCGRAGGACACTICOTGOGAAY
ARBACABATTGRAN TATCTATACTTAATGTITIT TEGOTICGRAGARATGACGICATIGOCICCTOTEAAGGALGCTTA
+2 eleuProlAspGlyThrValdspGlyThrArgAspArgS Poln HislleGinleuGinleuSerdlaGludervalélyGiuvalty
Bvul
EcoRT Hrul Pvull Xealll

—~— - —— P —— ————————

$131  TCIGOCAGATGECACAGTAGATGGEACTCGOGATCOCTOCGACTA CCACATICASC TOCARMCTCTOCHCCGAAAGCE T GOAGRGETCTA
AGARLGGTCTACCEYGTCATCIACCCTGAGSLECTAGCOAGGOTEHT COYGTARGTCGACCT TGAGAGOCGRCTT TCGCAACCTCYCCAGAT

42 rilelysSerThrGluThrSlyGinTyrleuiladetAspTheAsp GClyleuleuTyrGlySexGlnThrProdsnGlutliuCysiouth
Sall

o

RindIY Rsal Sty

BiocIX MlsI Cspél Mool Mes12691
5221 TATCARGTCOACCOAGACTGOCCAGTACCTTGCCATOAACACCHA TOGOCTICTOTATONCTCACAGACOECTAACGANGARTOCTTCTT
ATAGTTCAGCTGUCTCTGACCECTCATCEAACGETACCTGTGECT ACCCGARGACATACCGAGTETCGOGGATTGCT TCTTACGARCAR

+2 eleuGludrgleuGiutluhsnfisTyrAsnThrTyrIleSerbys LysHisAlaGluLyshsnTrpPheValGlyLeulysLysAsnGY
Rsal

Xbax Capbl Stul
s s mtasnenpne
5311 YCTAGAAAGACTAGAAGAMAACCATTACAACACGTACATATCGAA AAARCATGCAGAGRAGARCTGGITIGT
AGRTCYTTCIGATCTTCTTTIGGTARTGT TG IGCATG TATAGCTT TITIGTACGICTCITCTIGACCAAACATCCGGARTIITTITTACC

42 ySerCysLysArgSlyProhrgThrBisTyrGlyGinLysAlalle LeuPheleuProleuProValSerSerAsp®®
Sacy

LRme——

uist Ecll36Il BanBIEcORL

———
5401 TICCTETAMGCOTGGACCALGGACTCACTATCOCCAMAAGECTAT CTTGTITCCIGOUACTALCAGTCAGCTUCGACTANGGATCCGARTT
ARGGACATTCGCACCTGETGCCTOGRGTORTACCGGTTTICCGATR GAACAMGACGETCATGOTCACTCGROGCTGATICCIAGGCTTAN

Sact  sall

et N

‘BooRY  BindIl Xmalll Xbol

S e vt o o.

EGl136IIRincIININdILY Notl Aval

5491 CGRGCTCOGICGACAAGCTIGCBGCCGCACTCRAGCACCACCACC AOCACCACTGAGATCOGGCTCCTAACARAGCCOGARMGGRAGCTG
GOTORAGECAGC TG TTOGRACEOCHRCSTGAGCTCCTOOTCOTEG B TGETGACTCTAGGCCEACGATTGTTTCGEECTITOCTTCGAC

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS Y DE AMINOACIDOS PARA UN FGF HUMANO (134
AMINOACIDOS) SINTETIZADO QUIMICAMENTE

FIG.6
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T7term 5629..5675
Lot 11021(5618)
BHis 5544,.5561
A%0(5539)
Mot 1{(5531)
Born HI(5499)
SHri{5404)
NMeol(5272)

PsFi(5124) F1 ORI
N (5071)

T7 prom 4984..5000
lac operator5002..5026
Zgr1I(49865)

Sph (4776)

fgf140(~AT6)5075..5479

M \(4243)
Be/)(4229)

Bs/ EN(4061)
lacl 3518..4587

Apo 1(4040)
Bs5p1201(4036)
Pau (3832)
£eoRV(3797) Rl
8o/ 1(3186) 70/1(2338)
Ns51(3165) Bs/11071(2375)
FouMI(3137)

pET24-140@rev
5700 bp

£c0571(1600)

ORI

FIG.7
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BsaBl

e i o
BsaBX
ot e e

BgATY vapl Bfm} Mol Xbal

e - ~ e p PRSP

4951  GCCTAGACGATOCAGATCTCGATCCCGOGARYTAATACCACTCA CTATAGGOGRATTCTEAGCGEGATAACARTICCOCTCTAGRANTAR
COCATCTCCTAGCTC TAGRBCTAGGGCCCTTTAATTATGCTGAGT GATATCCCCTTAACACTCGOCTAT TG TTARGGCGAGRTCTTTATY

+2 MerPhelanleufro ProGlyAsnTyrlyslysProlysleulenTyrCysSerAsnGY
Smal PstY
Ntel Aval nmdnx BfmX
5041  TTTISTTTARCTITARGAAGGAGATATACATATGTTIAACCITCC GUCCGGGAATY, Acmamummrmwm
AMARCAARTTGAAATTCTTCCTCTATATCTATACAARYITGGRAGE COGGCUCTTAATGTITTTIGGETTCGRAAGAAATGRCSTCRTICNC

+2 ycxyuzmet,eua:qxu&uoaspmm:vuwlm ArgAsphArgSerAspGlniislleGlaleuGloleuSerAlaGl
Pvul

————

EcoRl NmI Pvall Xmalll

5131  AGGACACTICCTGCGAATTCIGCCAGATGGCACRGTAGATGEGAC mmmmmﬂmmmm
TCCIGTGANGGACGCTIARGRCGGTCTACCSTCTCATCTACCCTG AGCGCTAGCRAGGCTCL TOSTGTARGTCGACGTTGAGAGCCGGCT

*2 uSa:’Va!GlyG!:uVa 1TyrIlelysSerTheGluThrGlyGinTyr LeuAlaMetAspThrAspGlyleuleuTyrGlySerGinthrPr
Salx

oot s

HindIX RaaX Sty

s i P ] PRS-

HincXX Mlsk Csp6l Ncol

$221  AAGUGTTOCAGAGCTCTATATCAAGTOMACCGAGACTGSCCAGIA CCTTCCCATCAACACCEATCSCCTICTETATGOCTCACAGACCCC
TTCGCARCCTCICCAGATATAG TTCAGCTGCCTCTGACCGGTCAT GEAMCGETACCTGTGLUTACCCGAAGACATACOGAGTGTCTGLGE

+2 oRsnGluGluCysLeuPheleuGluArgLenGluGluAsnlisTyr AsnThrTyrileSerLysLysHisAlaGluLysAsnTrpPheVa
Real

Mval2f9Y Xbal Csp6X
PPN

ok aladl ok b k. e b g
$311 TARCGARGAATGCTIGCTTICTAGARAGACTAGARGANARCCATTA CAACACGTACATATCGARRRAACATGCAGAGAAGAACTEGTTTGCY
ATTCCTTCTTACGARCAAAGATCT TECTGATCTICTITIGOTART GTYGTGCATGTATAGCTITTITCTACGTCICTTCTIGACCAAACA

+2 1GlyleuLysLysRsnGlySerCysLyshrgGlyProAxgThriis ryxelycmwmaummmnovng::s'
: 4

ot

Stul MlsX Ecl136xX

$401  AGGCCTTARMAAAARATGGTTCCTCTAAGCGTGGACCACGGACTCA CTATGGOCAARRGGC TATCTTICT TOCTGCCACTACCAGTGAGCTC
TCCGGARTTTTT TTTACCAAGGACATTCGCACCTGGTGUCTGAGT GATACCGETTTICOGATAGARCARGGACCETCATGGICACTCGASG

42 hep*+*
Sall
EcoRI Sacl HindIX Xsalff  XhoX
BamAT Ec1236ITALcT IRINITYT NotX Aval

5491 CGACTAAGGATCCGARTTCGAGCTOCETCRACAAGCITCOGEOCG CACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCCCCTGCTARA
GCTGATTCCTAGGCT TAAGCTOGAGGCAGETGTTCGAACGECHEE CTGRCCTOGTGE TG TGETCE TG TGACTCTAGSGCCEACGATIGT

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS Y DE AMINOACIDOS PARA UN FGF HUMANO (140
AMINOACIDOS) SINTETIZADO QUIMICAMENTE

FIG.8
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St 1(5715)
THerm 5704..5750
Bpir11021(5693)
BHIS 5619..5636
A5 1(5614)
Ama Hi(56086)
Mo/ 1(5608)
Hind # ((5599)
Sar {(5593)
Sor i(5590)
£/ 13611(5588)
Barm HI(5574)
Sctr ((5448)
Pt K(5548)
Nz I{5071) JF1 ORI
Aba 1(5031)
T7 prom 4984..5000 PreA(946)
lac operator 5002.5026
Bo/11{4965) KAN~RES 563...1373
SoAYATIE) Sma 1(1076)
i 1(1251)
Hrv 1 (1287,
M {4243) pET24ap~inf@rev 1 (1267)
e/ \(4229) 5775 bp
s/ EI{4061)
locl 3518..4597
Apa 1(4040)
Bsp1201(4036)
£eoRV(3797) oRt
Hpo(3741)
oo 7o/1{2338)
4y/1(3186) £5711071(2375)
FouMi(3137)

FIG.9
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- o

297 GOGCCCTGACTTCCOUETITCORGACTTTACGAARCACGGARACE GARGAOCAT TCATGTIGT TSCTCAGCTOGCAGACG T4 TOCAGCA
COCOCRACT CAMGGCOCARAGGTCTCARATGUTTTETOCCTTTEG CTTCTGGTARGTACAACARCGAGTCCRGCETCIGCARARCGICET

Ppumy
Ece0109T
Pralx
Avall
3061 COACTOSCTICALGTICOOTCGCOTATCSGTGATICATTCTGETA ACCAGTARGCCARCCOLCCCAGLUTAGLOGHETCCTCAACGACKG
mcamamm&mﬁmcrmm FCCICATTCCETTIGRGGCOETOCGATCORCUCAGGAGTIOCTOIC
Bsagl
NsbY Bgllx
3151 GAGCACGATCATGOGCACCCGTCEECOCCCAGNICTCGATIN0E COARN ufmcm’ “”"i& TTCTGAGCCCATAACA
CTCGTGCTAGTACGOSTOGECACCCCOOOGE T TAGRGUTAGGEC mmscc‘ram
rf’uc'ér
+*2 MetAlaGluGlyGluXleTheThrPheThrAlalenTheG)
Boal
Bindll
XbaX Ndel Eco57T Hincil

[~ pr—

3241 mmmr&m&amnt ACATETGGCTGRAAGGGGARATCACCACCTTTACAGCGTTAROGGA
TCTTTATTARARCARATTGARATTCTICCTCTATA TGTATACCGACTICOCCTTTAGTCGTGGARRTGTCCCAATTECCT

42 ulysPheAsnLeuProfroGlyAsaTyrlyslysProlysleuleu TyrCysSerRsnGlyGiyHisPhelanAcrglleleuProispGl
SwaX (2] 31

et -

ival HindIXX Bfuﬁ EcoRl

Pk k| mmammfammm ﬂmmmmm
CTTTAAAT TCGAAGECCEGOCCTTANTG T T TETCGOTTOCARGA ANTGACCTCATIGCCTCCTCTGARGGACGCTTAAGALGGICTACC

+2 yThrVallhspGlythehrghsphrgSerAspClnlisIloClnleu GinleuSorAlaGluServalGlyGlnvaltyrllolynSerth
Salx

———————-

Pvul X2l HindIX

-————— ———— E——

NmI Pvalx Cerl RincXX

d21 mmmmmm GCARSTCTOGEOUCAANGOG T TOGACASCY CTATATCARGTOGAC
GIGTCATCTACCCIGASCGCTAGCHARGCIGETOGTGTARGTCBA COTTGAGAGUCRGCYTICGCAACCTCTCCAGATATAGTICAGCYG

42 rGluThrGlyGlntysieudlaMetAspThrAspGlyleuleuTys GlySexGinThreroAsnGluGluCysbeuPhelovGluhrgle
MisY Rsal sty

it o e s pr—.

CLrI Cap6) Neol Acyy nyal2691 XbaX

3531 GGAGACTGOCCAGTACCTICOCATRGACACCCATGUGCTICTGTA TEGCTCACAGRCGUCTARCERAGARTGCT TETTICTAGARRGACY
CCTCTGACCGGICATOGARCGOTACC TG TGGC TACCCEARGACAT ROCGAGTEICTGOGEATTCCTICTTACGAACAARGATCTITCTGA

———

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS Y DE AMINOACIDOS PARA INTERFERON a-2B
SINTETIZADO QUIMICAMENTE

FIG.10
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b
denmra sl e

56 7

Sy s
g e

(N

: 2 T

ELECTROFOREGRAMA

1-KIT DE PESOS MOLECULARES (94000, 67000, 43000,
300006, 20100,14400)

MEDIOS DE CULTIVO, CONTENIENDO:

2-FGFah 134 (40pl DE MEDIO DE CULTIVO)

3-FGFah 140 (40ul DE MEDIO DE CULTIVO)

4-IFNa2B (40pl DE MEDIO DE CULTIVO)

5-FGFah 155 (40pl DE MEDIO DE CULTIVO)

6-HGH (40pl DE MEDIO DE CULTIVO)

7-MAP (40ul DE MEDIO DE CULTIVO)
8-PGALACTOSIDASA DE E. COLI (40pl DE MEDIO DE CULTIVO)

FIG.1l1
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.‘;.21&,£5n.‘é5“.,7f§\£3

gy
43

],, ,.~2

ELECTROFOREGRAMA DE PRODUCTOS PURIFICADOS:

1-KIT DE PESOS MOLECULARES (94000, 67000, 43000,
30000, 20100, 14400)

2-FGFah 134

3-FGFah 140

4-FGFah 146

5-IFNa2b

6-FGFah 155

7-MAP

8~-KIT DE PESOS MOLECULARES

FIG.12
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Phage Biotechnology Corporation

<120> SUPERPRODUCCION DE PROTEINAS Y PEPTIDOS BIOLOGICAMENTE ACTIVOS DEPENDIENTE
DE FAGOS

<130> PHAGE.006VPC

<150> 09/318,288

<151> 1999-05-25

<160> 11

<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210>1

<211> 630

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Esta secuencia se sintetizé quimicamente basada en la secuencia de aminodcidos del factor de crecimiento de
fibroblastos dcido humano (155 aminoacidos) usando codones que se usan en proteinas altamente expresadas
en E. coli.

<221> CDS
<222> (122)...(590)

<400> 1

gcgtagagga tcgagatctc gatcccgega aattaatacg actcactata ggggaattgt 60
gagcggataa caattcccct ctagaaataa ttttgtttaa ctttaagaag gagatataca 120
t atg gct gaa ggg gaa atc acc ace ttt aca geg tta acg gag aaa ttt 169
Met Ala Glu Gly Glu Ile Thr Thr Phe Thr Ala Leu Thr Glu Lys Phe
1 5 10 15

40

45

50

55

60

65

aac ctt
Asn Leu

aac gga
Asn Gly

act cgc

Thr Arg
50

agc gtt
Ser Val
65

ceg
Pro

gga
Gly
35

gat
Asp

gga
Gly

cce
Pro
20

cac

His

cgc
Arg

gag
Glu

ggg

aat tac

aaa

Gly Asn Tyr Lys

tte
Phe

tee
Ser

gte
Val

ctg cga
Leu Arg

gac cag
Asp Glan
55

tat atc

Tyr Ile
70

att
Ile
40

cac

His

aag
Lys

aaa
Lys
25

ctg

Leu

att
Ile

tcg
Sex

cecc aag
Pro Lys

cca gat
Pro Asp

cag ctg
Gln Leu

acg gag
Thr Glu
75

ctt
Leu

ggc
Gly

caa
Gln
60

act

ctt
Leu

aca

ctce
Leu

ggc
Gly

tac

Tyr
30

gta
val

tcg
Ser

cag
Gln

tgc
Cys

gat
Asp

gce
Ala

tac
Tyr

agt
Ser

g99
Gly

gaa
Glu

ctt
Leu
80

217

265

313

361
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25

30

35

40
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50

55

60

65
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gce atg gac acc gat ggg ctt ctg tat ggc tca cag acg cct aac gaa 409
Ala Met Asp Thr' asp Gly Leu Leu Tyr Gly Ser Gln Thr Pro Asn Glu
85

gaa
Glu

ata
Ile

aat
Asn

atc
Ile
145

tge
cys

tcg
Ser

ggt
Gly
130

ttg
Leu

ttg
Leu

aaa
Lys
115

tcc
Ser

ttc
Phe

tee
Phe
100

aaa

Lys

tgt
Cys

ctg
Leu

cta
Leu

cat
His

aag
Lys

cca
Pro

gaa
Glu

gca
Ala

cgt
Arg

cta
Leu
150

aga
Arg

gag
Glu

gga
Gly
135

cca

cta
Leu

aag
Lys
120

cca

Pro

gtg
val

90

gaa gaa
Glu Glu
105

aac tgg
Asn Trp

cgg act
Arg Thr

agc tec
Ser Ser

cgagctecegt cgacaagctt gcggcecgeac

<210>2
<211> 155

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

<210>3
<211> 468

Met

Asn

Sex
65

Ala
Glu

Ile

Ile
145

<212> ADN
<213> Homo sapiens

Ala
Leu
Gly
Arg
50

Val
Met
Cys

Ser

Gly
130

Glu
Pro
Gly
35

Asp
Gly
Asp
Leu
Lys
115

Ser

Phe

Gly
20

Bis
Arg
Glu
Thr
Phe
100

Lys

Cys

Leu

Glu
Gly
Phe
Sexr
val

Asp
85

Leu

Lys

Pro

Ile

Asn

Asp
70

Gly
Glu
Ala
Arg

Leu
150

Gln
55

Ile
Leu
Arg
Glu
Gly

135
Pro

Thr Phe

Lys Lys
a5

Ile Leu

40

His Ile

Lys Ser

Leu Tyx

Leu Glu
105
Lys Asn
120
Pro Arg

val Ser

aac
aAsn

ttt
Phe

cac

gac
Asp
155

10
Pro

Pro

Glan

Gly
20
Glu

Thr

Ser

cat
His

gta
val

tat
Tyr
140

taa

Ala
Lys
Asp
Leu
Glu
15

Ser
Asn
Phe
His

Asp
155

tac

Tyx

ggc
Gly
125

ggce
Gly

aac
Asn
110

ctt

Leu

caa
Gln

95

acg tac 457
Thr Tyr

aaa aaa 505
Lys Lys

aag gct 553
Lys Ala

g gatccgaatt €00

Leu
Leu
Gly
Gln
60

Gln
Bis

Val

Tyr
140

Leu
45

Leu
Gly
Thr

Tyx

Gly
125
Gly

630

Glu Lys Phe
15

Tyr Cys Ser

30

Val Asp Gly
Ser Ala Glu

Gln Tyr Leu
80
Pro Asn Glu
95
Asn Thr Tyx
110
Leu Lys Lys

Gln Lys Ala
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<400> 3

atggctgaag
gggaattaca
cttecggatg
ctcagtgcgyg
gccatggaca
ctggaaaggc

aattggtttg
ggccagaaag

gggaaatcac
agaagcccaa
gcacagtgga
aaagegtggg
ccgacggget
tggaggagaa

ttggcctcaa
caatcttgtt

ES 2284 677 T3

caccttcaca
actcectctac
tgggacaagg
ggaggtgtat
tttatacggce
ccattacaac

gaagaatggg
tcteeccectg

gcecctgaccg
tgtagcaacg
gacaggagcg
ataaagagta
tcacagacac
acctatatat

agctgcaaac
ccagtctett

agaagtttaa
ggggccactt
accagcacat
ccgagactgg
caaatgagga
ccaagaagca

gecggtccteg
ctgattaa

tctgccetceca
cctgaggate
tcagctgcag
ccagtacttg
atgtttgttc
tgcagagaag

gactcactat

60

120
180
240
300
360

420
468

<210>4

<211> 630

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Esta secuencia es una secuencia sintetizada quimicamente que codifica una forma de 134 aminodcidos del
factor de crecimiento de fibroblastos con alteraciones para el uso de codones preferidos en E. coli

<221> CDS
<222> (122)...(526)

35

40

45

50

<400> 4

gcgtagagga tcgagatctc gatcccgega aattaatacg actcactata ggggaattgt 60
gagcggataa caattccect ctagaaataa ttttgtttaa ctttaagaag gagatataca 120
t atg aat tac aaa aaa ccc aag ctt ctt tac tgc agt aac gga gga cac 169

Met Asn Tyr Lys Lys Pro Lys Leu Leu Tyr Cys Ser Asn Gly Gly His

1 5 10 15
ttc ctg cga att ctg cca gat ggc aca gta gat ggg act cgc gat cgc 217
Phe Leu Arg Ile Leu Pro Asp Gly Thr Val Asp Gly Thr Arg Asp Arg
20 25 30
tcc gac cag cac att cag ctg caa ctc tcg goc gaa age gtt gga gag 265
Ser Asp Gln His Ile Gln Leu Gln Leu Ser Ala Glu Sexr Val Gly Glu
35 40 45
gtc tat atc aag tcg acg gag act ggc cag tac ctt gec atg gac acce 313
Val Tyr Ile Lys Ser Thr Glu Thr Gly Gln Tyr Leu Ala Met Asp Thr
50 85 60

gat ggg ctt ctg tat ggc tca cag acg cct aac gaa gaa tgec ttg ttt 361
Asp Gly Leu Leu Tyr Gly Ser Gln Thr Pro Asn Glu Glu Cys Leu Phe

65 70 75 80
cta gaa aga cta gaa gaa aac cat tac aac acg tac ata teg aaa aaa 409
Leu Glu Arg Leu Glu Glu Asn His Tyr Asn Thr Tyr Ile Ser Lys Lys

85 90 95
cat gca gag aag aac tgg ttt gta ggc ctt aaa aaa aat ggt tcc tgt 457
His Ala Glu Lys Asn Trp Phe Val Gly Leu Lys Lys Asn Gly Ser Cys
100 108 110

aag cgt gga cca cgg act cac tat ggc caa aag get atc ttg tte ctg 505

Lys Arg Gly Pro Arg Thr His Tyr Gly Gln Lys Ala Ile Leu Phe Leu
115 120 125

cca cta cca gtg age tcc gac taaggatceg aattcgaget ccgtegacaa §56

Pro Leu Pro Val Ser Ser Asp
130 135

gcttgeggece gcactcgage accaccacca ccaccactga gatccggectg ctaacaaage 616
ccgaaaggaa gctg 630

<210>5
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<211> 135

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Secuencia de proteina traducida para la forma de 134 aminodacidos del factor de crecimiento de fibroblastos

4cido sintetizada quimicamente

<400> 5

Met Asn

Phe Leu

Ser

val
50

Asp CGly

65

Glu

His Ala

Lys Axg

Leu
130

Pro

<210> 6
<211> 630
<212> ADN

Arg
Gln
35

Ile
Leu
Arg
Glu
Cly

115
Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Esta secuencia es una secuencia sintetizada quimicamente que codifica una forma de 140 aminoécidos del

Lys
Ile
20

His
Lys
Leu

Leu

Lys
100
Pro

Val

Lys Pro
Leu Pro
Ile Gln
Ser Thr
Tyxr Gly

Glu Glu
85

Asn Trp
Arg Thr

Ser Ser

ES 2284 677 T3

Lys
Asp
Leu
Glu
S5

Ser
Asn
Phe
His

Asp
135

Gly
Gln
40

Gln
His

val

Tyr
120

Leu

Thrx
25
Leu

Cly

Thr

Tyx

Gly
1085
qdly

Tyr Cys Ser Asn
10

Val Asp Gly Thr

Ser Ala Glu Ser
45
Gln Tyr Leu Ala
60
Pro Asn Glu Glu
75

Asn Thr Tyr Ile
90

Leu Lys Lys Asn

Gln Lys Ala Ile
125

Gly Gly

Arg
30

val
Met
Cys

Ser

Gly
110
Leu

15
Asp

Gly

Asp

Lys
95
Ser

Phe

Hisg
Arg
Glu
Thr
Phe
80

Lys
Cys

Leu

factor de crecimiento de fibroblastos con alteraciones para uso de codones preferidos en E. coli

<221> CDS
<222> (122)...(544)

<400> 6

gcgtagagga tcgagatctc gatcccgega aattaatacg actcactata ggggaattgt 60

gagcggataa caattccect ctagaaataa ttttgtttaa ctttaagaag gagatataca 120

t atg ttt aac ctt ccg ccc ggg aat tac aaa aaa ccc aag ctt ctt tac 169
Met Phe Asn Leu Pro Pro Gly Asn Tyr Lys Lys Pro Lys Leu Leu Tyr

1

tgc agt aac gga gga cac ttc ctg cga att ctg cca gat ggc aca gta

5

10

15

217

Cys Ser Asn Gly Gly His Phe Leu Arg Ile Leu Pro Asp Gly Thr Val
25

gat ggg act cgc gat cge tcc gac cag cac att cag ctg caa ctc tcg

20

30

265

Asp Gly Thr Arg Asp Arg Ser Asp Gln His Ile Gln Leu Gln Leu Ser
40

35

45
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gce
Ala
tac

65

aac
Asn

acg
Thr

aaa
Lys

aag
Lys

gaa
Glu
50

ctt
Leu

gaa
Glu

tac

Tyxr

aaa
Lys

gct
Ala
130

age
sSer

gec
Ala

gaa
Glu

ata
Ile

aat
Asn
115

atc
Ile

gtt
val

atg
Met

tge
Cys

teg
Ser
100

ggt
Gly

ttg
Leu

gga
Gly

gac
Asp

ttg
Leu
85

aaa

Lys

tcc
Ser

tte
Phe

gag
Glu

ace
Thr
70

ttt
Phe

aaa
Lys

tgt
Cys

ctg
Leu

ES 2284 677 T3

gtc
val
55

gat
Asp

cta
Leu

cat
His

aag
Lys

ceca
Pro
135

tat
Tyr

a9g9
Gly

gaa
Glu

gca
Ala

cgt
Arg
120

cta
Leu

atc aag tcg acg
Lys Sex Thr

Ile

ctt
Leu

aga

gag
Glu
108

gga
Gly

cca
Pro

60

ctg tat ggc
Leu Tyr Gly

75

cta gaa gaa
Leu Glu Glu

90

aag aac

tgg

cca cgg act
Pro Arg Thr

gtg agc

tceo

val Ser Ser

aattcgagct ccgtcgacaa gettgeggee gcactegage
gatccggetg ctaaca

<210>17
<211> 141
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Secuencia de proteina traducida para la forma de 140 aminodcidos del factor de crecimiento de fibroblastos

sintetizado quimicamente

<400> 7

Met
Cys
Asp

Ala

Lys

Lys

<210> 8

Phe
Ser
Gly
Glu
50

Leu

Glu

Lys

Ala

Asn

Asn

Leu

Gly

20

35

Sexr

Ala

Glu

Ile

Asn

Arg
Val

Met

Ser

Pro Pro
5
Gly His

Asp Arg
Gly Glu
Asp Thr

Gly
Phe
Ser

val

Asn Tyr Lys

10

Leu Arg Ile

25

40

58

70

Leu Phe

8s

100

115

130

Ile

Gly

Leu

Lys Lys
Ser Cys

Phe Leu

Asp
Leu
His
Lys

Pro

Asp Gln His
Tyr Ile Lys
Gly Leu Leu

Glu Arg Leu

90

Ala Glu Lys

105

120

135

Arg Gly Pro

Leu Pro Val

140

gag act
Glu Thr

tca cag
Ser Gln

aac cat
Asn His

ttt gta
Phe val
110

cac tat

His Tyr
125

ggc
Gly

acg

tac

Tyx
95

ggce
Gly

ggc
Gly

cag
Gln

cct
PxXo
80

aac

Asn

ctt
Leu

caa
Gln

gac taaggatccg

Asp

313

361

409

457

505

554

accaccacca ccaccactga 614

Lys

Leu

Pro Lys

Pro Asp

Ile Gln Leu

45

Ser Thr Glu

60

Tyr Gly Ser

75
Glu

Asn

Ser

Glu Asn

Trp Phe
Thr His

125

Ser Asp
140

Leu
Gly

30
Gln

Gln
His

val
110

Leu
15

Leu
Gly
Thr
95

Gly

Gly

630

TYyx
val
Ser
Gln
Pro
80

Asn

Leu

Gln
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<211> 1822

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> sefial TATA
<222> (102)...(107)
<221> CDS

<222> (193)...(202)
<221> intrén

<222> (203)...(458)
<221> CDS

<222> (459)...(619)
<221> intrén

<222> (620)...(828)
<221> CDS

<222> (829)...(948)
<221> intrén

<222> (949)...(1041)
<221> CDS

<222> (1042)...(1206)
<221> intrén

<222> (1207)...(1459)
<221> CDS

<222> (1460)...(1654)

<223> Secuencia sintetizada quimicamente para la hormona de crecimiento humana utilizando los codones preferidos
de expresion en E. coli

ES 2284 677 T3



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 8

ggagcttcta
agaaacaggt
agaccggctce
cacctagcetg

atgtgtcctg
ttggggcttce

tggtecctgg
cctettgete

aattatccat
gggggcaaca
aaggatccca
ca atg gct
Met Ala

1

aggggagagg
tgaatgagta
agggatggag
teceggeteee

ES 2284 677 T3

tagcacaagc ccgtcagtgg ccccatgcat aaatgtacac
gtgggagaga aggggdccagg gtataaaaag ggcccacaag
aggcccaact ccccgaacca ctcagggtec tgtggacgcet
aca g gtaagcgcec ctaaaatccce tttgggcaca

Thr

cagcgacctg tagatgggac gggggcacta accctcaggt
tcgccatgta agcccagtat ggccaatctc agaaagctce
agagaaaaac aaacagctcc tggagcaggg agagtgctgg
tctgttgcce tetggtttet ccccag ge tee cgg acg
Gly Ser Arg Thr

5

tcec ctg cte ctg get ttt gge ctg cte tge ctg ccc tgg ctt caa gag
Ser Leu Leu Leu Ala Phe Gly Leu Leu Cys Leu Pro Trp Leu Gln Glu

10

15 20

gge agt gcc ttc cca acc att ccc tta tee agg ctt ttt gac aac get
Gly Ser Ala Phe Pro Thr Ile Pro Leu Ser Arg Leu Phe Asp Asn Ala

25

30 35

atg ctc cge gce cat cgt ctg cac cag ctg gece ttt gac ace tac cag
Met Leu Arg Ala His Arg Leu His Gln Leu Ala Phe Asp Thr Tyr Gln

40

45 50 55

gag ttt gtaagctctt ggggaatggg tgcgcatcag gggtggeagg aaggggtgac

Glu Phe

tttcceceecge tgggaaataa gaggaggaga ctaaggaget cagggttttt cccgaagcga
aaatgcaggc agatgagcac acgctgagtg aggttcccag aaaagtaaca atgggagetg
gtctccageg tagaccttgg tgggeggtec ttetcctag gaa gaa gee tat ate

Glu Glu Ala Tyr Ile
60

cca aag gaa cag aag tat tca ttc ctg cag aac ccc cag ace tce ctc
Pro Lys Glu Gln Lys Tyr Ser Phe Leu Gln Asn Pro Gln Thr Ser Leu
65

70 75

tgt ttc tca gag tct att ccg aca ccc tcc aac agg gag gaa aca caa
Cys Phe Ser Glu Ser Ile Pro Thr Pro Ser Asn Arg Glu Glu Thr Gln

80

85 90

60

120
180
232

292
352
412
469

517

565

613

669

729
7889
843

891

93s
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ES 2284 677 T3

cag aaa tcc gtgagtggat geccttgacec caggegggga tgggggagac

Gln Lys Ser
95

ctgtagtcag agcccccggg cagcacagge caatgccegt

ctc
Leu

cta gag
Leu Glu
100

ctg
Leu

ttc
Phe

cce
Pro
115

gtg
val

cag
Gln

tet
Ser

gce
Ala

gac
Asp

age
Ser

ate
Ile

caa
Gln

acg
Thr

ctg
Leu
150

cgc
Arg

atc tcc ctg ctg
Ile Ser Leu Leu
105

ctc
Leu

agg agt gtc ttc
Arg Ser Val Phe
120

aac
Asn
135

gtc tat gac cte
Val Tyr Asp bLeu

atg ggg
Met Gly

cte
Leu

gce
Ala

cta
Leu
140

atc
Ile

aac
Asn
125

aag
Lys

ggagccccac tgactttgag agetgtgtta gagaaacact
ccaggcccetg acccaagaga actcacctta ttcttcattt
ctttctctac accctgaagg ggagggagga aaatgaatga
tacccaageg cttggectcet ccttctoctte ctteactttg

ggc age cec cgg
Gly Ser Pro Arg

160

gac aca aac tca
Asp Thr Asn Ser
175

ctc tac tge tte

Leu Tyr Cys Phe
190

atc gtg cag tgc
Ile Val Gln Cys
205

tte
Phe

act ggg cag atc
Thr Gly dln Ile

165

cac aac gat gac
His Asn Asp Asp
180

gca
Ala

agg aag gac atg
Arg Lys Asp Met
195

gac
Asp

cge tet gtg gag
Arg Ser Val Glu
210

ggc
Gly

aag
Lys

cta
Leu

aag
Lys

age
Ser

cag
Gln

ctc

gtc
val

tgt
Cys
215

ggtggcatec ctgtgaccec tcoccagtge ctetectgge
tgcccaccag ccttgteccta ataaaattaa gttgcatcat

ctataatatt atggggtgga ggggggtggt ttggagca

<210>9

<211> 217

<212> PRT
<213> Homo sapiens

cctteeccetg cag aac
Asn

cag
Gln
110

tcg tgg ctg gag
Ser Trp Leu Glu

agce
Ser

ctg gtg tac ggc
Leu Val Tyxr Gly
130

gac
Asp

cta gag gaa ggc
Leu Glu Glu Gly
145

gtgggggtgg cgctaggggt ccccaatctt

gctgecctet ttttagcagt
cccetegtga atcctctage
atgagaaagg gagggagcag

cag agg ctg gaa gat
Arg Leu Glu Asp
155

acc tac agc aag ttc
Thr Tyr Ser Lys Phe

170

aac tac ggg ctg
Asn Tyr Gly Leu
185

aag
Lys

aca tte ctg cgc
Thx Phe Leu Arg

gag
Glu
200

ttc
Phe

ggc tagctgcecg

Gly

988

1044

1092

1140

1188

1236

1296
1356
1416
1471

1519

1567

1615

1664

cttggaagtt gecactccag 1724
tttgtctgac taggtgtcct 1784

1822
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<400> 9

Met
Cys
Ser
Leu
Glu
65

Ser

Ser

Glu
145
Thr

Arg

<210> 10
<211> 990
<212> ADN

Ala
Leu
Arg
Ala
50

Gln
Glu
Asn
Glu
Gly
130
Gly
aly
AsSn
Lys

Ser
210

Thrx
Pro
Leu
35

Phe
Lys
Ser
Leu
Pro
115
Ala
Ile
Gln
Asp
Asp

195
val

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly
20
Phe

Asp

Ile
Glu
100
val
sexr
Gln
Ile
Asp
180
Met

Glu

ES 2284 677 T3

Ser Arg
Leu Gln
Asp Asn
Thr Tyr
Ser Phe
70

Pro Thr
85

Leu Leu

Gln Phe

Asp Ser

150
Phe Lys
165
Ala Leu

Asp Lys

Gly Ser

Thx
Glu
Ala
Gln
55

Leu
Pro
Axrg
Leu
Asn
138
Met
Gln

Leu

val

Cys
215

Ser
Gly
Met
40

Glu
Gln
Ser
Ile
Arg
120
Val

Gly

Lys

Glu
200
Gly

Leu
Ser
25

Leu
Phe
Asn
Asn
Ser

105
Ser

Arg

Asn
185
Thr

Phe

Leu
10
Ala

Arg
Glu

Arg
Leu
val

Asp

Ser
170

Phe

Leu Ala Phe

Phe Pro Thr

Ala
Glu
Gln
75

Glu
Leu
Phe
Leu
Glu
155
Lys
Gly

Leu

His
Ala
60

Thr
Glu
Leu
Ala
Leu
140
Asp
Phe
Leu

Arg

<223> Secuencia sintetizada quimicamente para el interferén alpha-2b humano

<221> promotor

<222> (231)...(249)

<221> CDS

<222> (320)...(784)

Ile
Asn
125
Lys
Gly

Asp

Ile
205

Gly
Ile
30

Leu
Ile
Leu
Gln
Gln
110
Ser

Asp

Ser

190
Val

Leu
15
Pro

His

Cys
Gln
95

Sexr
Leu
Leu
Pro
Asn
175

Gln

Leu
Leu
Gln
Lys
Phe

80
Lys

val
Glu
160
Serx

Phe
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<400> 10

gggcgctgac ttccgcecgttt ccagacttta
tgttgctcag gtcgcagacg ttttgcagca
tgattcatte tgctaaccag taaggcaacce

ES 2284 677 T3

gagcacgatc atgcgcaccc gtggggecge

tcactatagg ggaattgtga gcggataaca
ttaagaagga gatatacat atg gct gaa
Met Ala Glu

tta
Leu

ctt
Leu

ggc
Gly

caa
Gln
€0

act

cag
Gln

cat
His

gta
val

tat

Tyr
140

acg

ctt
Leu

ggc
Gly

acg
Thr

tac

Tyx

gge
Gly
125

ggc
Gly

gag
Glu
tac

30

gta
Val

tcg
Ser

cag
Gln

cct
Pro

aac
Asn
110

ctt

Leu

caa
Gln

aaa
Lys
15

tgc
Cys

gat
Asp

gee
Ala

tac

aac
Asn
95

acg
Thr

aaa
Lys

aag
Lys

ttt
Phe

agt
Ser

999
Gly

gaa
Glu

ctt
Leu
80

gaa

Glu

tac
Tyr

aaa
Lys

gect
Ala

1l

aac
Asn

aac
Asn

act

agc
Ser
65

gce
Ala

gaa
Glu

ata
Ile

aat
Asn

atc
Ile
145

ctt
Leu

gga
Gly

egc

Arg
50

gtt
val

atg
Met

tgc
Cys

tcg
Ser

ggt
Gly
130

ttg

ceg
Pro

gga
Gly
35

gat
Asp

gga
Gly

gac
Asp

ttg
Leu

aaa
Lys
115

tce
Ser

tte

cgaaacacgg aaaccgaaga ccattcatgt
gcagtcgctt cacgttcgcet
ccgecageet agecgggtcec
cagatctcga tececgecgaaa ttaatacgac
attccectet agaaataatt
ggg gaa atc acc acc ttt aca gcg
Gly Glu Ile Thr Thr Phe Thr Ala
10

cce
Pro
20

cac

Hig

cgce

gag
Glu

acc
Thr

ttt
Phe
100

aaa
Lys

tgt
Cys

ctg

Leu Phe Leu

S

999
Gly

tte
Phe

tce
Ser

gtc
val

gat
Asp
85

cta

Leu

cat
His

aag
Lys

cca
Pro

aat
Asn

ctg
Leu

gac
Asp
tat

70

999
Gly

gaa
Glu

gca
Ala

cgt
Arg

cta
Leu
150

taaggatccg aattcgagct ccgtegacaa gettgeggec
ccaccactga gatecggetg ctaacaaage ccgaaaggaa
cgctgagcaa taactagcat aacccettgg ggcctctaaa

gctgaaagga ggaactatat ccggat

<210> 11

<211> 155

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

tac aaa aaa

Tyr Lys Lys
25

cga att ctg
Arg Ile Leu
40

cag cac att
Gln His Ile
55

ate aag tcg
Ile Lys Ser

ctt ctg tat
Leu Leu Tyr

aga cta gaa
Arg Leu Glu
105

gag aag aac
Glu Lys Asn
120

gga cca cgg
Gly Pro Arg
138

cca gtg age
Pro Val Ser

cece
Pro

cca
Pro

cag
Gln

acg

ggc
Gly
90

gaa
Glu

tag

act
Thx

tce
Ser

cgegtatcgg
tcaacgacag

ttgtttaact

aag
Lys

gat
Asp

ctg
Leu

gag
Glu
75

tca
Ser

aac
Asn

ttt
Phe

cac
His

gac
Asp
155

60

120
180
240
300
352

400

448

496

544

592

640

688

736

784

gcactegage accaccacca 844
gctgagttgg ctgctgccac 904
cgggtcttga ggggtttttt 964

<223> Secuencia de proteina traducida para el interferén alpha-2b humano sintetizad quimicamente
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<400> 11

Met

Asn

Asn Gly

Thr
Ser
65

Ala
Glu
Ile
Asn

Ile
145

Ala

Leu

Arg
50

val
Met
Cys
Ser
Gly

130
Leu

Glu
Pro
Gly
35

Asp

Gly

Leu

Lys
115
Ser

Phe

Gly
Pro
20

His
Arg

Glu

Phe
100
Lys

cys

Leu

Glu
Gly
Phe
Ser
Val
Asp

Leu

Lys

Pro

ES 2284 677 T3

Ile Thr

Asn Tyr
Leu Arg

Asp Gln

Tyr Ile
70

Gly Leu

Glu Arg
Ala Glu

Arg Gly

135
Leu Pro
150

Lys
Ile
40

His
Lys
Leu
Leu
Lys
120

Pro

val

Phe
Lys
25

Leu
Ile

Ser

Glu
105
Asn

Ser

11

10
Pro

Pro

Gln

Gly
90
Glu

Ser

Lys
Asp
Leu
Glu
75

Ser
Asn
Phe

His

Asp
155

Leu
Leu
Gly
Gln
60

Gln
His
val

Tyx
140

Thr Glu

Leu Tyr
30

Thr Val
45
Leu Ser

Qly Gln

Thr Pro

Tyr Asn
110

Gly Leu

125

Gly Gln

Lys
1s

Cys
Asp
Ala

Tyr

Asn
95

Thr
Lys

Lys

Phe
Sexr
Aly
Glu
Leu

80
Glu

Lys



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias

