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ES 2318070 T3

DESCRIPCION

Procedimiento para la recuperacion facilitada de proteinas heterélogas a partir de células bacterianas.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la produccién y recuperaciéon de polipéptidos heterélogos
a partir de células bacterianas. Mds particularmente, la presente invencion se refiere a un procedimiento por el que se
facilita o incrementa la recuperacion de polipéptidos heterélogos recombinantes solubles o agregados procedentes de
citoplasma y periplasma bacteriano.

Descripcion de divulgaciones relacionadas

Escherichia coli ha sido ampliamente utilizada para la produccién de proteinas heter6logas en laboratorios e in-
dustria. E. coli generalmente no excreta proteinas al medio extracelular aparte de colicinas y hemolisina (Pugsley y
Schwartz, Microbiology, 32:3-38 (1985)). Las proteinas heterélogas expresadas por E. coli pueden acumularse como
producto soluble o como agregados insolubles. Ver figura 1 en el presente documento. Pueden encontrarse intracelu-
larmente en el citoplasma o ser secretadas al periplasma si van precedidas por una secuencia de sefial. Cémo iniciar
la recuperacién de los productos depende en gran medida de cémo y dénde se acumula el producto. Generalmente,
para aislar las proteinas, las células pueden someterse a tratamientos para extraccion peripldsmica o desintegrarse para
liberar productos atrapados que, de otra manera, serian inaccesibles.

El aislamiento convencional de polipéptidos heter6logos de bacterias Gram-negativas presenta problemas debido
a las paredes celulares fuertes y rigidas que rodean a estas células. La pared celular bacteriana mantiene la forma de
la célula y protege el citoplasma de presiones osmoéticas que pueden causar la lisis celular; lleva a cabo estas fun-
ciones como resultado de un esqueleto de peptidoglicano altamente entrecruzado (también conocido como mureina)
que proporciona a la pared su rigidez caracteristica. Un modelo reciente describe el espacio entre las membranas ci-
toplasmaética y la externa como una fase continua llena con un gel polisacarido del periplasma interno que se extiende
hacia un gel peptidoglicano externo altamente entrecruzado (Hobot et al., J.Bact., 160:143 (1984)). Este saculo de
peptidoglicano constituye una barrera para la recuperacién de cualquier polipéptido heterélogo no excretado por el
bacteria hacia el medio.

Para liberar proteinas recombinantes del periplasma de E.coli, se han utilizado tratamientos que implican com-
puestos quimicos tal como cloroformo (Ames et al., J.Bacteriol., 160:1181-1183 (1984)), guanidina-HCI, y Triton X-
100 (Naglak y Wang, Enzyme Microb.Technol., 12:603-611 (1990)). Sin embargo, estos compuestos quimicos no son
inertes y pueden tener efectos perjudiciales sobre muchos productos de proteina recombinante o sobre procedimientos
posteriores de purificacion. El tratamiento con glicina de las células de E.coli, que causa la permeabilizacion de la
membrana externa, también se ha dado a conocer como forma de liberar el contenido periplasmatico (Ariga et al.,
J.Ferm.Bioeng., 68:243-246 (1989)). Estos métodos de liberacion periplasmatica a pequefia escala se han disefiado pa-
ra sistemas especificos. No se traducen facilmente ni eficientemente y generalmente son inadecuados como métodos a
gran escala.

Los métodos mds ampliamente utilizados de liberacidn periplasmética de proteinas recombinantes son el choque
osmotico (Nosal y Heppel, J.Biol. Chem., 241:3055-3062 (1966); Neu y Heppel, J.Biol. Chem., 240:3685-3692 (1965)),
el tratamiento con clara de huevo de gallina (HEW)-lisozima/etilendiamina dcido tetraacético (EDTA) (Neu y Heppel,
J.Biol.Chem., 239:3893-3900 (1964); Witholt et al., Biochim.Biophys.Acta, 443:534-544 (1976); Pierce et al., ICheme
Research Event, 2:995-997 (1995)), y el tratamiento combinado de lisozima-HEW/choque osmético (French et al.,
Enzyme and Microb.Tech., 19:332-338 (1996)). Tipicamente, estos procedimientos incluyen una disrupcién inicial
en medio osmdticamente estabilizante, seguido de la liberacién selectiva en medio no estabilizante. La composicién
de estos medios (pH, agente protector) y los métodos disruptivos utilizados (cloroformo, lisozima-HEW, EDTA, so-
nicacion) varian entre los procedimientos especificos dados a conocer. Una variacién sobre el tratamiento lisozima-
HEW/EDTA que hace uso de un detergente idnico dipolar en lugar de EDTA se discute en Stabel et al., Veterinary
Microbiol., 38:307-314 (1994). Para una evaluacién general de la utilizacién de sistemas enzimaticos intracelulares
de lisis para alterar E.coli, ver Dabora y Cooney en Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology, Vol. 43, A.
Fiechter, ed. (Springer-Verlag: Berlin, 1990), paginas 11-30.

Los métodos convencionales para la recuperacién de proteina recombinante del citoplasma, como proteina soluble
o como particulas refractiles, implicaban la desintegracion de la célula bacteriana mediante rotura mecénica. La dis-
rupcién mecdnica tipicamente implicaba la generacién de cavitacion local en una suspension liquida, agitacion rapida
con perlas rigidas, sonicacion, o molido de la suspensién celular (Bacterial Cell Surface Techniques, Hancock y Pox-
ton (John Wiley & Sons Ltd., 1988), Capitulo 3, pagina 55). Estos procedimientos requieren una inversion significativa
de capital y suponen un tiempo de procesamiento largo.

Lisozima-HEW actda bioquimicamente para hidrolizar el esqueleto de peptidoglicano de la pared celular. El mé-
todo fue inicialmente desarrollado por Zinder y Arndt, Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 42:586-590 (1956), quienes trataron
E.coli con albimina de huevo (que contiene lisozima-HEW) para producir esferas celulares redondeadas, conocidas
posteriormente como esferoplastos. Estas estructuras conservaban algunos componentes de la pared celular pero tenian
grandes dreas en las que la membrana citoplasmatica quedaba expuesta.
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La patente US n° 5.169.772 da a conocer un método de purificaciéon de heparinasa a partir de bacterias que com-
prende la disrupcion de la cubierta de las bacterias en un medio osméticamente estabilizado, por ejemplo, en solucién
de sacarosa al 20%, por ejemplo, EDTA, lisozima, o un compuesto organico, liberando las proteinas no similares a
heparinasa del espacio peripldsmico de las bacterias alteradas mediante la exposicién de éstas a un tamp6n de baja
fuerza idnica, y liberando las proteinas similares a heparinasa mediante la exposicién de las bacterias lavadas con
tampodn de baja fuerza iénica a una solucién salina tamponada.

Existen varias desventajas en la utilizacion de la adicion lisozima-HEW para aislar proteinas periplasmaticas. Las
células deben tratarse con EDTA, detergente, o pH elevado, todos los cuales ayudan a debilitar las células. Ademas,
el método no es adecuado para la lisis de grandes cantidades de células porque la adicién de lisozima es ineficiente y
existe la dificultad de dispersar el enzima en un pellet grande de células.

Se han utilizado muchas modificaciones diferentes de estos métodos sobre una amplia variedad de sistemas de
expresion con diversos grados de éxito (Joseph-Liazun et al., Gene, 86:291-295 (1990); Carter et al., Bio/Technology,
10:163-167 (1992)). Aunque estos métodos han funcionado a escala de laboratorio, implican demasiadas etapas para
un procedimiento de recuperacion eficiente a gran escala.

Se han dado a conocer esfuerzos para inducir en cultivos celulares recombinantes la produccién de lisozima. La
patente n® EP 155.189 da a conocer un medio para inducir un cultivo celular recombinante a producir lisozimas, que
generalmente se esperaria que serfan letales para tales células huésped mediante la destruccidn o lisado de la estructura
de la pared celular. Las patentes rusas n° 2043415, n® 2071503, y n° 2071501 dan a conocer pldsmidos y las cepas
correspondientes para producir proteinas recombinantes y purificar aglomerados proteicos insolubles en agua que
implican el gen de la lisozima. Especificamente, la utilizacién de un operén consistente del gen de la lisozima y un
gen que codifica proteina recombinante permite la sintesis concurrente de la proteina recombinante y de una lisozima
que rompe la membrana polisacérida de E.coli.

La patente US n° 4.595.658 da a conocer un método para facilitar la externalizacién de las proteinas transportadas
al espacio periplasmaético de E.coli. Este método permite el aislamiento selectivo de proteinas localizadas en el peri-
plasma sin necesidad de tratamiento con lisozima, molido mecénico, o tratamiento de choque osmético de las células.
La patente US n° 4.637.980 da a conocer la produccién de un producto bacteriano mediante la transformacién de un
liségeno sensible a la temperatura con una molécula de ADN que codifica, directa o indirectamente, el producto, el
cultivo del transformante bajo condiciones permisivas para expresar el producto génico intracelularmente, y la externa-
lizacién del producto mediante la elevacion de la temperatura para inducir funciones codificadas en el fago. La patente
n°® JP 61-257931 publicada el 15 de noviembre, 1986, da a conocer un método de recuperacion de IL-2 utilizando
lisozima-HEW. Asami et al., J. Ferment. and Bioeng., 83:511-516 (1997) dan a conocer la disrupcién sincronizada de
células E.coli mediante infeccion por el fago T4, y Tanji et al., J.Ferment. and Bioeng., 85:74-78 (1998) dan a conocer
la expresion controlada de genes de lisis codificados en el fago T4 para la disrupcion suave de las células de E.coli.

El desarrollo de un método enzimatico de liberacién para recuperar proteinas periplasmaticas recombinantes ade-
cuadas para su utilizacién a gran escala se da a conocer en French et al., Enzyme and Microbial Technology, 19:332-
338 (1996). Este método implica la resuspension de las células en un tampdn de fraccionamiento seguido de recu-
peracién de la fraccion periplasmatica, donde el choque osmético sigue inmediatamente al tratamiento con lisozima.
También se discuten los efectos de la sobreexpresion de la proteina recombinante S. thermoviolaceus a-amilasa, y la
fase de crecimiento del organismo huésped tras la recuperacion.

En un procedimiento a escala de 10 kilolitros para la recuperacion de polipéptido IGF-I (Hart et al., Bio/Technology,
12:1113 (1994)), los autores intentaron el procedimiento tipico de aislamiento que implica una etapa de rotura mecé-
nica de las células, seguida de una etapa de centrifugacion para recuperar los sélidos. Los resultados fueron decepcio-
nantes debido a que casi 40% del producto total se perdi6 en el sobrenadante tras tres pasadas por el homogeneizador
Gaulin. Hart et al., Bio/Technology 12:1113 (1994). Ver figura 2 en el presente documento. No se mejord significativa-
mente la recuperacién de producto incluso cuando se utilizaron las técnicas clésicas de adiciéon de EDTA y lisozima-
HEW.

Si bien la lisozima-HEW es la tnica lisozima comercial que resulta practica para los procedimientos a gran escala,
la lisozima es expresada por bacteriéfagos al infectar las células huésped. La lisis de E.coli, un huésped natural para
los bacteridfagos, por ejemplo los fagos T4, requiere la acciéon de dos productos génicos: e y t. El gen e codifica
una lisozima (llamada lisozima-T4, por el fago T4) que ha sido identificada como una muramidasa (Tsugita y Inouye,
J.Biol.Chem., 243:391 (1968)), mientras que el gen t parece que es necesario para la lisis, pero no parece tener actividad
de lisozima. El gen t es necesario para detener el metabolismo celular que ocurre durante la lisis (Mukai et al.,
Vir., 33:398 (1967)) y se cree que degrada o altera la membrana citoplasmaética, permitiendo, de esta manera, que el
producto del gen e alcance el periplasma y tenga acceso a la pared celular (Josslin, Vir., 40:719 (1970)). Los fagos son
formados por mutantes gen t~, pero la lisis del huésped E.coli no ocurre excepto por adicion de cloroformo (Josslin,
supra). La actividad lisozima-T4 de tipo salvaje es la que primero se detecta, aproximadamente ocho minutos después
de la infeccién de T4 a 37°C, y aumenta durante el resto de la infeccidn, incluso si se reduce la inhibicién de lisis. En
ausencia de adsorcion secundaria, las células infectadas por mutantes de gen e detienen la produccidn de progenie y
su metabolismo en el tiempo normal, pero no lisan (Molecular Genetics of Bacteriophage T4, J.D. Karam, editor jefe
(American Society for Microbiology, Washington DC, ASM Press, 1994), pagina 398).
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Se dio a conocer la recuperacién de IGF-I insoluble utilizando lisozima-T4 el 28 de octubre de 1997 en la “Se-
paration Technology VII meeting entitled “Separations for Clean Production”” en Davos, Suiza, patrocinado por la
Engineering Foundation.

Tras la lisis celular, el ADN gendémico se escapa del citoplasma al medio y resulta en un incremento significativo
en la viscosidad del liquido que puede impedir la sedimentacién de sélidos en el campo centrifugo. En ausencia
de fuerzas friccionales, tal como las ejercidas durante la disrupcién mecédnica para romper los polimeros de ADN,
la tasa de sedimentacion de sélidos mas lenta en el liquido viscoso resulta en una separaciéon pobre de sélidos y
liquido durante la centrifugacién. Aparte de fuerza mecdnica friccional, existen enzimas nucleoliticos que degradan el
polimero de ADN.

En E.coli, el gen endA enddgeno codifica una endonucleasa (peso molecular de la proteina madura es de, apro-
ximadamente, 24,5 kD) que normalmente es segregada al periplasma y corta ADN en oligodesoxirribonucleétidos
de una manera endonucleolitica. Se ha sugerido que endA es expresado de manera relativamente débil por E.coli
(Wackernagel et al., Gene, 154:55-59 (1995)).

Para controlar el coste de los materiales y minimizar el tiempo de procesamiento, existe una necesidad continuada
de incrementar la recuperacion total de polipéptido heter6logo de las células. A grandes escalas, existe un incentivo
significativo de evitar la rotura mecdnica de las células para liberar los polipéptidos recombinantes solubles o agregados
de los compartimientos citoplasmatico y periplasmdtico y para preparar el lisado para la recuperacion eficiente de
producto en la etapa posterior.

Sumario de la invencion

De acuerdo con lo anterior, la presente invencién da a conocer un procedimiento que utiliza la disrupcién bioqui-
mica para recuperar productos heter6logos solubles e insolubles de las células bacterianas.

Dicho procedimiento comprende:
(a) cultivar las células, que comprenden

un primer acido nucleico que codifica el polipéptido heterélogo y una secuencia de sefial para la secrecion
del polipéptido heter6logo, estando dicho primer dcido nucleico unido a un primer promotor inducible,

un segundo 4cido nucleico que codifica la lisozima de fago,

y un tercer dcido nucleico que codifica una proteina que muestra la actividad de digestion de ADN bajo el
control de una secuencia de sefial para la secrecion de la proteina digestora de ADN,

en el que dichos segundo y tercer dcidos nucleicos estdn unidos funcionalmente a un segundo promotor que
es el mismo para ambos y en el que ambos estan unidos en el mismo constructo de 4cido nucleico, y en el
que el segundo promotor es

@) inducible o

(i)  un promotor constitutivo débil o un promotor con un nivel basal bajo que no requiere la adicién de
un inductor para funcionar como un promotor,

y en el que el primer promotor inducible y el segundo promotor son diferentes entre si y, cuando el segundo
promotor es un promotor inducible, responden a diferentes inductores;

(b)  afiadir un inductor especifico para la induccién de la expresion del 4cido nucleico que codifica el polipéptido
heterélogo a partir del primer promotor inducible,

(c) uUnicamente cuando el cultivo es mediante (a) (i) anteriores, afiadir un segundo inductor especifico para
el segundo promotor inducible tras la acumulacién de aproximadamente 50% o mds de la acumulacién
maxima del polipéptido heterdlogo que se debe recuperar,

(d) lisar las células, y
(e) recuperar el polipéptido heter6logo acumulado a partir del caldo lisado.

La lisis bioquimica o lisis mecdnica asistida bioquimicamente es superior a la disrupcién mecdnica en la recu-
peracién de polipéptidos heterélogos de células bacterianas. La expresién coordinada de 4cido nucleico que codifica
lisozima de fago y proteina de digestion de ADN, y de 4dcido nucleico que codifica el polipéptido heterélogo de interés,
proporciona un método altamente efectivo para liberar los polipéptidos insolubles o solubles enredados con la capa
de peptidoglicano, asi como para liberar producto atrapado en el citoplasma. Cuando se clona el gen de lisozima de
fago detrds de un promotor de control estricto, por ejemplo, el promotor pBAD (también denominado promotor ara),
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puede inducirse la acumulacién citoplasmatica de lisozima de fago mediante la adicién de un inductor (tal como ara-
binosa) en un momento apropiado cerca del final de la fermentacion. Al colocar bajo control de promotores separados
la expresién de los 4cidos nucleicos en polipéptidos heter6logos y en enzimas liticos, uno puede regular de manera
independiente su produccién durante la fermentacién. Sin una secuencia de sefial, el lisozima de fago acumulado se
encuentra estrictamente encerrado en el compartimiento citoplasmético. Ademads, el pH 6ptimo para la actividad de
lisozima de fago T4, la cual es una realizacion preferida, es aproximadamente 7,3, que es aproximadamente el pH
neutro para la mayoria de caldos de cultivo.

La induccién de los genes que codifican la lisozima de bacteridfago y la proteina de digestiéon del ADN, tras la
expresion del dcido nucleico que codifica el polipéptido heter6logo, resulta en la recuperacién en cantidad significativa
del citoplasma o periplasma de las bacterias. Ademds del rendimiento de producto, el éxito de un procedimiento de
recuperacion se valora a partir de la simplicidad de la operacién, flujo del procedimiento, y duracién del ciclo, asi
como el coste de la operacion. La presente invencidon mitiga varios, si no todos, estos cuellos de botella durante el
procedimiento de recuperacién a gran escala.

El procedimiento en el presente documento también permite la utilizacién de lisis bioquimica de la célula a ele-
vada densidad celular y escala incrementada. A densidad elevada, la expresion excesiva de lisozima de T4, y endA
podria tener resultados desastrosos, tal como la lisis celular prematura y la reduccién en la produccién de polipéptido
heterélogo. Ademds, no seria de esperar que la induccién al final de un largo proceso de fermentacidn, y tras una
acumulacién sustancial de producto, produjese suficientes enzimas liticos para ser efectivo. El presente procedimien-
to no plantea problemas a elevadas densidades celulares, tal como viscosidad incrementada y espumacion excesiva
durante el proceso de fermentacion. Se espera que el procedimiento en el presente documento permitird conseguir
elevada densidad celular, induccién y accidn efectiva del sistema, y el procesamiento de lisados de caldos derivados
de cultivos de elevada densidad.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra un diagrama esquematico de cémo se dispone un producto polipeptidico en el citoplasma y en
el periplasma, es decir, si forma un agregado, fragmento proteolitico, o polipéptido soluble plegado.

La figura 2 muestra la recuperacién de agregado IGF-I del sobrenadante y pellet mediante el procedimiento ti-
pico de aislamiento que implica la disrupcién mecdnica celular seguida de centrifugacidn, tras tres pasadas por el
homogeneizador Gaulin.

La figura 3 muestra un mapa del plasmido pS1130, un plasmido de expresion para el precursor de la cremallera de
rhuMAb CD18 F(ab’),-leucina (también denominado en el presente documento fragmento de anticuerpo anti-CD18).

Las figuras 4A-4B muestran la secuencia del cassette de expresion de pS1130 (SEC ID n®:1 y n®:2).

La figura 5 muestra la construccion del plasmido pJJ154, utilizado para co-expresar el lisozima y endA de T4
(ADNasa de E.coli).

La figura 6 muestra un mapa del plasmido pLBIGF57, utilizado para expresar IGF-I.

La figura 7 muestra la construccién del plasmido pJJ155, utilizado para expresar el lisozima, endA, y gen t de T4,
construido a partir de pJJ154.

La figura 8 muestra un esquema del sistema de dos pldsmidos para la co-expresion de la lisozima de T4, una
lisozima preferente de fago, endA, una proteina digestora preferente de ADN, y el gen t (pJJ155) con 4cido nucleico
codificante de IGF-I de acuerdo con un ejemplo de la presente invencion.

Las figuras 9A-9E dan a conocer fotografias de microscopia de contraste de fases del caldo de cultivo y pellets
resuspendidos procedentes de la centrifugacién de caldo de fermentacién con y sin co-expresion de lisozima, endA y
gen t de T4, antes y después de la adicion de EDTA. Especificamente, las fotografias muestran el pellet resuspendido
procedente de la centrifugacién de caldo de control, sin co-expresién de enzima litico, antes y después de la adicién de
EDTA, respectivamente (figuras 9A y 9B), el caldo completo no diluido de recoleccién de la fermentacion resultante de
la co-expresioén de IGF-I con los tres enzimas liticos, lisozima, endA y gen t de T4 (figura 9C), el pellet resuspendido
procedente de la centrifugacion de caldo de recoleccidn con co-expresion de IGF-I con los tres enzimas liticos y sin
adicién de EDTA (figura 9D), y el pellet resuspendido procedente de la centrifugacién de caldo de recoleccién con co-
expresion de IGF-I, con los tres enzimas liticos y con adicién de EDTA (figura 9E).

Las figuras 10A y 10B muestran, respectivamente, la cuantificacion de dcidos nucleicos en el sobrenadante y pellet
mediante determinacion de la DO,g, de E.coli que expresa IGF-I con co-expresion de los tres enzimas liticos frente al
control, y proteina total en el sobrenadante y pellet de E.coli que expresan IGF-I, con co-expresion de los tres enzimas
liticos frente al control de no co-expresion.

La figura 11 muestra la recuperacién de producto IGF-I mediante centrifugacién utilizando tres enzimas liticos
frente al caldo de control sin lisis a varias velocidades de centrifugacion.
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La figura 12 muestra la recuperacién de sélidos durante la centrifugacién utilizando tres enzimas liticos co-expre-
sados con IGF-I frente al caldo control de no lisis para varias velocidades de centrifugacion.

Descripcion detallada de las formas de realizacion preferidas
A. Definiciones

Tal como se utiliza en la presente memoria, “lisozima de fago” se refiere a un enzima citoplasmatico que facilita
la lisis de células bacterianas infectadas por fagos, liberando de las mismas, particulas replicadas de fago. El lisozima
puede ser de cualquier origen bacteridfago, incluyendo los bacteriéfagos T7, T4, lambda y mu. De éstas, la lisozima
preferente en el presente documento es la lisozima de T4.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “lisozima-T4” o “proteina E” se refiere a una muramidasa citoplasma-
tica que facilita la lisis de células bacterianas infectadas por fagos T4, liberando de esta manera particulas replicadas
de fago (Tsugita y Inouye, J.Mol.Biol., 37:201-12 (1968); Tsugita y Inouye, J.Biol.Chem., 243:391-97 (1968)). Esta
codificado por el gen e del bacteri6fago T4 e hidroliza los enlaces entre los residuos de N-acetilglucosamina y acido
N-acetilmurdmico en la capa rigida de peptidoglicano de la cubierta celular de E.coli. El enzima es una cadena po-
lipeptidica unica de un peso molecular de 18,3 kDa. Este enzima es aproximadamente 250 veces mds activo que la
lisozima-HEW en su actividad contra el peptidoglicano bacteriano (Matthews et al., J.Mol.Biol., 147:545-558 (1981)).
El pH 6ptimo para la actividad enzimatica del lisozima de T4 es 7,3, frente a 9 de la lisozima-HEW (The Worthington
Manual; paginas 219-221).

Tal como se utiliza en la presente memoria, “gen t” u “holin” se refieren a un gen litico de bacteriéfago T4 que es
necesario para la lisis pero que parece tener actividad de lisozima. Ver también Molecular Genetics of Bacteriophage
T4, supra, paginas 398-399.

El término “proteina que muestra actividad digestora de ADN” o “proteina de digestiéon de ADN” se refiere a una
proteina que digerird ADN, tal como, por ejemplo, ADNasa de mamifero o bacteriana. Preferentemente, la proteina
digestora de ADN es una ADNasa humana o endA bacteriana.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la frase “enzimas liticos” se refiere colectivamente a por lo menos
lisozima de fago y proteina digestora de ADN; en su caso, también se refiere a un producto génico de gen t de fago o
equivalente en combinacién con lisozima y proteina digestora de ADN de fago.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la frase “agente que altera la pared celular externa” de las bacterias se
refiere a una molécula que incrementa la permeabilidad de la pared celular externa de las bacterias, tal como agentes
quelantes, por ejemplo EDTA, y zwiteriones.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “bacterias” se refiere a cualquier bacteria que produzca
proteinas que sean transportadas al espacio periplasmatico. Generalmente, las bacterias, sean Gram positivas o Gram
negativas, tienen bajo control la expresion de las lisozimas y nucleasas de fago de manera que sdlo se expresan cerca
del final de la fermentacién, una realizacién preferida, o se expresan a nivel bajo durante la fermentacién. La nucleasa
es, en general, relativamente estable cuando es secretada al periplasma o al medio. El término “bacterias no sensibles
térmicamente” se refiere a cualquier bacteria que no es significativamente sensible a cambios de temperatura. Una
realizacion preferida en el presente documento son bacterias que no son sensibles térmicamente. Las bacterias de
mayor preferencia en el presente documento son las bacterias Gram negativas.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “tiempo suficiente para liberar el polipéptido contenido en el citoplasma
o periplasma” se refiere a una cantidad de tiempo suficiente para permitir al lisozima digerir el peptidoglicano en grado
suficiente para liberar el polipéptido heterélogo agregado o soluble, citoplasmatico o periplasmatico.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “secuencia de sefial” o “polipéptido de sefial” se refiere a un péptido
que puede ser utilizado para segregar el polipéptido o proteina heteréloga que muestra actividad digestora de ADN
hacia el periplasma de las bacterias. Las sefiales para el polipéptido heter6logo o proteina digestora de ADN pueden
ser homdlogos a la bacteria, o pueden ser heter6logos, incluyendo sefiales nativas al polipéptido heterélogo o proteina
digestora de ADN que se estd produciendo en las bacterias.

Los promotores de la presente invencién pueden ser promotores “inducibles”, es decir, promotores que dirigen la
transcripcién a tasa incrementada o reducida tras la unién de un factor transcripcional.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un promotor “con baja expresion basal” o un “promotor de baja expre-
sién basal” es un promotor que es ligeramente débil, es decir, proporciona un nivel de expresion basal suficientemente
bajo para no afectar el crecimiento celular o acumulacién de producto y proporciona un nivel suficientemente bajo de
promocién para no resultar en la lisis celular prematura.

“Factores transcripcionales” tal como se utiliza en la presente memoria incluye cualquier factor que pueda unirse a
un region reguladora o de control de un promotor y, de esta manera, producir la transcripcién. La sintesis o la capacidad
de unién al promotor de un factor transcripcional dentro de la célula huésped puede controlarse mediante la exposicién
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del huésped a un “inductor”, o eliminando un “represor” del medio de la célula huésped. De acuerdo con esto, para
regular la expresion de un promotor inducible, se afiade un inductor o se elimina un represor del medio de crecimiento
de la célula huésped.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la frase “inducir la expresiéon” significa incrementar la cantidad de
transcripcién de genes especificos mediante la exposicion de las células que contienen tales genes a un efector o
inductor.

Un “inductor” es un agente quimico o fisico que, al administrarlo a una poblacién de células, incrementard la

cantidad de transcripcién de genes especificos. Estas habitualmente son moléculas pequeiias cuyos efectos son especi-
ficos de operones o grupos de genes particulares, y pueden incluir azicares, alcohol, iones metdlicos, hormonas, calor,
frio, y similares. Por ejemplo, isopropiltio-S-galactosidasa (IPTG) y lactosa son inductores del promotor tacll, y la L-
arabinosa es un inductor adecuado del promotor arabinosa.

Un “represor” es un factor que conduce directa o indirectamente al cese de la accion del promotor o reduce ésta.
Un ejemplo de un represor es fosfato. Al agotarse el represor fosfato en el medio, el promotor fosfatasa alcalina (AP)
es inducido.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “polipéptido” o “polipéptido de interés” se refiere generalmente a
péptidos y proteinas con mas de, aproximadamente, diez aminodcidos. Los polipéptidos son “heterélogos”, es decir,
foraneos a la célula huésped que se estd utilizando, tal como una proteina humana producida por E.coli. El polipéptido
puede producirse como agregado insoluble o como un polipéptido soluble en el espacio periplasmatico o citoplasma.

Entre los ejemplos de polipéptidos de mamifero se incluyen moléculas tales como, por ejemplo, la renina, una hor-
mona del crecimiento, incluyendo la hormona del crecimiento humana; la hormona del crecimiento bovina; el factor
de liberacién de la hormona del crecimiento; la hormona paratiroidea; la hormona estimulante del tiroides; lipopro-
tefnas; a/l-antitripsina; cadena A de la insulina; la cadena B de la insulina; proinsulina; trombopoyetina; hormona
foliculo-estimulante; calcitonina; hormona luteinizante; glucagdn; factores de coagulacion tal como el factor VIIIC,
factor IX, factor tisular, y factor de von Willebrands; factores de anti-coagulacion, tal como la Proteina C; factor na-
triurético atrial; tensioactivo pulmonar; un activador plasmindgeno, tal como uroquinasa u orina humana o activador
plasmindgeno de tipo tisular (t-PA); bombesina; trombina; factor del crecimiento hematopoyético; factor alfa y beta
del tumor necrético; encefalinasa, una albdmina sérica tal como la albiumina de suero humana; sustancia inhibidora
mulleriana; relaxina cadena A; relaxina cadena B; prorrelaxina; péptido asociado a gonadotropina de ratén; una pro-
teina microbiana, tal como la beta-lactamasa; ADNasa; inhibina; activina; factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF); receptores de hormonas o de factores del crecimiento; integrina; proteina A 6 D; factores reumatoides; un
factor neurotréfico tal como factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina-3, 4, 5 6 6 (NT-3, NT-
4, NT-5, 6 NT-6), o un factor del crecimiento nervioso tal como NGF-g; cardiotrofinas (factor de la hipertrofia car-
diaca) tal como cardiotrofina-1 (CT-1); factor del crecimiento derivado de plaquetas (PDGF); factor del crecimiento
fibroblastico, tal como aFGF y bFGF; factor del crecimiento epidérmico (EGF); factor del crecimiento transformante
(TGF), tal como TGF-alfa y TGF-beta, incluyendo TGF-81, TGF-52, TGF-53, TGF-84 6 TGF-85; factor-1 y factor-
II de crecimiento similar a insulina (IGF-1 y IGF-II); des(1-3)-IGF-I (IGF-I cerebral), proteinas de unién a factor
del crecimiento similar a insulina; proteinas CD, tal como CD-3, CD-4, CD-8, y CD-19; eritropoyetina; factores os-
teoinductores; inmunotoxinas; una proteina morfogenética 6sea (BMP); un interferén tal como interferén-alfa, beta
y gamma; factores estimulantes de colonia (CSF), por ejemplo, M-CSF, GM-CSF y G-CSF; interleuquinas (IL), por
ejemplo, IL-1 a IL-10; anticuerpo anti-HER-2; superéxido dismutasa; receptores de células T; proteinas membranales
de superficie; factor acelerador de la degeneracion; antigeno viral tal como, por ejemplo, una parte de la cubierta de
HIV; proteinas de transporte; receptores de trafico celular; adresinas; proteinas reguladoras; anticuerpos; y fragmentos
de cualquiera de los polipéptidos anteriormente mencionados.

Los polipéptidos exdgenos preferentes de interés so polipéptidos de mamifero, con la mayor preferencia polipépti-
dos humanos. Entre los ejemplos de tales polipéptidos de mamifero se incluyen t-PA, VEGF, gp120, anti-HER-2, anti-
CDl11a, anti-CD18, ADNasa, IGF-I, IGF-II, IGF-I cerebral, hormona del crecimiento, cadenas de relaxina, factor de
liberacién de hormona del crecimiento, cadenas de insulina o proinsulina, uroquinasa, inmunotoxinas, neurotrofinas, y
antigenos. Entre los polipéptidos de mamifero particularmente preferentes se incluyen, por ejemplo, IGF-I, ADNasa,
6 VEGEF, con la mayor preferencia, IGF-I, si el polipéptido es producido como un agregado insoluble en el periplasma,
y anticuerpos anti-CD18 o fragmentos de los mismos, tal como fragmentos de anti-CD18 recombinante humano Fab,
Fab’ y (Fab’),, si el polipéptido es producido en una forma soluble en el periplasma.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “IGF-I" se refiere a factor del crecimiento similar a insulina de cual-
quier especie, incluyendo bovina, ovina, porcina, equina, y preferentemente humana, en secuencia nativa o en forma
variante y producida por recombinacién. En un método preferente, el IGF-I se clona 'y su ADN se expresa, por ejemplo,
mediante el procedimiento descrito en la patente n® EP 128.733 publicada el 19 de diciembre de 1984.

La expresion “secuencias de control” se refiere a secuencias de ADN necesarias para la expresion de una secuencia
codificante operativamente unida en un organismo huésped particular. Las secuencias de control que son adecuadas
para bacterias incluyen un promotor tal como el promotor fosfatasa alcalina, opcionalmente una secuencia de operador,
y un sitio de unién del ribosoma.
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Un 4cido nucleico estd “operativamente unido” cuando se sitiia en una relacién funcional con otra secuencia de
dcido nucleico. Por ejemplo, ADN para una pre-secuencia o lider secretorio estd operativamente unido a ADN para un
polipéptido heterélogo si se expresa como una preproteina que participa en la secrecién del polipéptido; un promotor o
potenciador estd operativamente unido a una secuencia codificante si afecta a la transcripcion de la secuencia; o un sitio
de unidén del ribosoma estd operativamente unido a una secuencia codificante si estd situada de manera que facilite
la traduccién. En general, “operativamente unido” significa que las secuencias de ADN que se estdn uniendo son
contiguas y, en el caso de un lider secretorio, son contiguas y estdn dentro del marco de lectura. El unido se consigue
por ligacién en sitios de restriccién convenientes. Si no existen tales sitios, se utilizan adaptores oligonucleotidicos
sintéticos o conectores de acuerdo con la practica convencional.

Tal como se utiliza en la presente memoria, las expresiones “célula”, “linea celular”, y “cultivo celular” se utilizan
intercambiablemente, y todas tales designaciones incluyen la progenie. De esta manera, las palabras “transformantes”
y “células transformadas” incluyen las células primarias, y los cultivos derivados de las mismas, sin importar el nimero
de transferencias. También se entiende que toda la progenie puede no ser precisamente idéntica en contenido de ADN,
debido a mutaciones deliberadas o involuntarias. Se incluye la progenie mutante con la misma funcién o actividad
biolégica seglin se ha explorado en la célula originariamente transformada. Cuando se pretendan denominaciones
diferentes, resultardn evidente a partir del contexto.

B. Modos de llevar a cabo la invencion

La invencién proporciona un procedimiento de recuperacién de un polipéptido heterélogo, soluble o insoluble, de
células bacterianas en las que es producido. Este procedimiento implica, en una primera etapa, el cultivo de células
bacterianas, las cuales comprenden acido nucleico que codifica el polipéptido heterélogo, cuyo acido nucleico esta
unido a un primer promotor, y dcido nucleico que codifica los enzimas liticos, en las que estos dcidos nucleicos estin
unidos a un segundo promotor inducible.

El cultivo tiene lugar bajo condiciones en las que la expresion de los 4cidos nucleicos que codifican los enzimas
liticos, cuando son inducidos, comienza después de que se haya acumulado aproximadamente 50% 6 mds de polipép-
tido heterdlogo, y bajo condiciones en las que la lisozima de fago se acumula en un compartimiento citoplasmético y
la proteina digestora de ADN es secretada hacia el compartimiento periplasmatico.

En el procedimiento en la presente memoria, resulta preferida la induccién de los promotores; sin embargo, el
procedimiento también contempla la utilizacién de un promotor para el lisozima de fago y proteina digestora de ADN
que es un promotor de baja expresion basal (ligeramente débil), de manera que no se lleva a cabo induccién alguna.
Este tipo de promotor tiene una debilidad suficientemente baja para no resultar en la lisis celular prematura y resulta
en un nivel de expresion basal suficientemente bajo para no afectar al crecimiento celular o acumulacién de producto.

En una segunda etapa, se recupera de las células bacterianas el polipéptido heterélogo acumulado. Puede afiadirse
un agente que incremente la permeabilidad de la pared celular externa de las células bacterianas, segin se describe
en detalle posteriormente, antes de llevar a cabo la etapa de recuperacién. La necesidad de alterar mecdnicamente
las células para liberar la lisozima de fago se ve reducida o completamente eliminada. En una realizacion preferida,
tras la expresién de los enzimas liticos, las células se incuban durante un tiempo suficiente para liberar el polipéptido
heterélogo contenido en el citoplasma o en el periplasma.

Si bien el procedimiento puede aplicarse a la recuperacion de agregados insolubles, tal como IGF-I, VEGEF, y
ADNasa por sedimentacion del producto, también es aplicable a polipéptidos heterélogos que son solubles en el
citoplasma o en el periplasma, tal como, por ejemplo, fragmentos de anticuerpo anti-CD18. Entre las ventajas de la
recuperacion de polipéptidos heterélogos solubles por lisis celular bioquimica se incluyen la prevencién o reduccién
de la necesidad de lisis mecénica, evitando de esta manera la pérdida de proteinas labiles térmicamente, y obteniendo
una viscosidad del liquido baja y consistente, compatible con procedimientos de recuperacion corriente abajo, tal como
la tecnologia de adsorcién de lecho expandido y la centrifugacion.

La cromatografia de adsorcion de lecho expandido (EBA), descrita, por ejemplo, en “Expanded Bed Adsorption:
Principles and Methods”, Pharmacia Biotech, ISBN 91-630-5519-8), es util para la recuperacion inicial de proteinas
diana de carga de alimentacién o cultivos celulares crudos. Las etapas de procedimiento de clarificacién, concentra-
cién, y purificacién inicial pueden combinarse en una operacioén de unidad tnica, mejorando la economia del proce-
dimiento debido al nimero reducido de etapas, incrementando el rendimiento, tiempo de procesamiento global mas
corto, menores costes laborales, y costes reducidos. En la cromatografia EBA se expande un adsorbente y se equilibra
mediante la aplicacién de un flujo de liquido hacia arriba en la columna. Se forma un lecho fluidizado estable cuando
las particulas adsorbentes se encuentran suspendidas en el equilibrio debido al equilibrio entre la velocidad de sedi-
mentacién de las particulas y la velocidad de flujo hacia arriba del liquido. Se aplica al lecho expandido una mezcla
celular o caldo lisado crudo con un flujo hacia arriba. Las proteinas diana se unen al adsorbente, mientras que los
residuos celulares y otros contaminantes pasan a través sin dificultad. El material unido débilmente se lava del lecho
expandido utilizando un flujo hacia arriba de un tampdn de lavado. A continuacidn, se detiene el flujo y se permite que
el adsorbente se deposite en la columna. A continuacion, se baja el adaptador de la columna a la superficie del lecho
sedimentado. Se revierte el flujo y las proteinas capturadas se eluyen del lecho sedimentado utilizando un tampén
apropiado. El eluido consiste en la proteina diana en un volumen reducido de pool eluido, purificado parcialmente en
preparacion de la cromatografia de lecho empaquetado (Pharmacia Biotech, supra). En la EBA, en la que el lisado
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celular completo que contiene el producto soluble se bombea hacia arriba a través de la columna, la proteina se adsorbe
sobre una resina (lecho fluidizado), y los residuos celulares fluyen a través y se eluyen, se hace uso de solamente una
etapa de cromatografia, ahorrando de esta manera una etapa.

En el procedimiento anterior, mientras que la secuencia de sefial para la proteina digestora de ADN puede ser cual-
quier secuencia, preferentemente es una secuencia nativa de la proteina digestora de ADN. Ademads, en una realizacién
preferida, la proteina digestora de ADN es ADNasa o es bacteriana, por ejemplo, producto endA de E.coli.

En una forma de realizacion preferida, la etapa de cultivo tiene lugar bajo condiciones de elevada densidad celular,
es decir, generalmente a una densidad celular de, aproximadamente, 15 a 150 g peso seco/litro, preferentemente por
lo menos, aproximadamente, 40, con mayor preferencia, aproximadamente 40-150, con la mayor preferencia, apro-
ximadamente 40 a 100. En densidad 6ptica, 120 DOss, (Assp) es, aproximadamente, 50 g peso seco/litro. Ademas, el
cultivo puede conseguirse utilizando cualquier escala, incluso escalas muy grandes de 100.000 litros. Preferentemente,
la escala es de, aproximadamente, 100 litros o mayor, con mayor preferencia de por lo menos, aproximadamente, 500
litros, y con la mayor preferencia, aproximadamente entre 500 litros y 100.000 litros.

Los 4cidos nucleicos que codifican los enzimas liticos estdn unidos a un promotor, es decir, colocados en tdndem,
como introduciendo un conector entre los dcidos nucleicos. El promotor para la expresion del polipéptido heterdlogo es
diferente del utilizado para los enzimas liticos, de manera que uno es inducido antes que el otro. Si bien los promotores
puede ser cualquier promotor adecuado para este fin, preferentemente, los promotores para los enzimas liticos, con o
sin gen t, y polipéptido heter6logo son, respectivamente, promotor arabinosa, y promotor fosfatasa alcalina.

Los promotores para el polipéptido heter6logo y para los enzimas liticos en la presente memoria deben ser di-
ferentes, de manera que la expresion codificada en 4cido nucleico del polipéptido heter6logo se induzca antes de la
expresion de los enzimas liticos codificados en dcido nucleico, o a un nivel mucho mas alto, cuando los promotores
son inducibles. Si bien los promotores pueden ser cualquier promotor adecuado para este fin, preferentemente, los
promotores para la lisozima de fago y el polipéptido heter6logo son, respectivamente, el promotor arabinosa y el pro-
motor fosfatasa alcalina. Alternativamente, la compartimentalizacién de la lisozima de fago y la proteina digestora de
ADN puede permitir la utilizacién de un promotor con baja expresion basal para la expresioén del dcido nucleico que
codifica la lisozima de fago y la proteina digestora de ADN. Si se utiliza un promotor con baja expresién basal, tal
como arabinosa, y no el promotor tac o el promotor #rp, entonces no se requiere una etapa activa de induccién.

La induccién de la expresion del 4cido nucleico que codifica los enzimas liticos se lleva a cabo preferentemente
mediante la adicién de un inductor al medio de cultivo. Si bien, en este aspecto, los inductores para los promotores
pueden afiadirse en cualquier cantidad, preferentemente si el inductor es arabinosa, se afiade en una cantidad de,
aproximadamente, 0-1% en peso, y si se afiade inductor, 0,1-1% en peso.

En el procedimiento descrito anteriormente, tipicamente se introducen los elementos de expresion en las células
por transformacién, pero también pueden integrarse en el genoma o cromosoma de las células junto con sus regiones
promotoras. Esto es aplicable a cualquiera de los enzimas liticos o al gen del polipéptido heterélogo. Las células
bacterianas pueden transformarse con uno o mds vectores de expresion que contengan el 4dcido nucleico que codifica
los enzimas liticos, y el 4cido nucleico que codifica el polipéptido heterélogo. En una realizacién como ésta, las
células bacterianas son transformadas con dos vectores que contienen, respectivamente, el 4cido nucleico que codifica
los enzimas liticos y el 4cido nucleico que codifica el polipéptido heterélogo. En otra realizacidn, el dcido nucleico que
codifica los enzimas liticos y el 4cido nucleico que codifica el polipéptido heterélogo se introducen en un solo vector
con el que se transforman las células bacterianas. En otra forma de realizacién especifica que puede ser preferente, la
lisozima de fago y enzima de fago digestor de ADN se introducen en un pldsmido para asegurar un elevado nimero
de copias.

En la primera etapa del procedimiento anterior, el dcido nucleico heter6logo (por ejemplo, cADN o ADN gendmi-
co) se inserta adecuadamente en un vector replicable para su expresion en la bacteria bajo el control de un promotor
adecuado para las bacterias. Hay disponibilidad de muchos vectores para este fin, y la seleccion del vector apropia-
do dependera principalmente del tamaiio del 4cido nucleico a insertar en el vector y de la célula huésped particular
a transformar con el vector. Cada vector contiene diversos componentes, dependiendo de su funcién (amplificacién
del ADN o expresioén del ADN) y de la célula huésped particular con la que es compatible. Los componentes vector
para la transformacién bacteriana pueden incluir una secuencia de sefial para el polipéptido heterdlogo e incluirdn una
secuencia de sefial para la proteina digestora de ADN, y también incluirdn un promotor inducible para el polipépti-
do heterélogo, y un promotor inducible o uno no inducible con baja expresion basal para los otros enzimas liticos.
También incluyen generalmente un origen de replicacién y uno o mds genes marcadores.

En general, los vectores pldsmidos que contienen replicén y secuencias de control que se derivan de especies
compatibles con la célula huésped se utilizan con huéspedes bacterianos. El vector habitualmente lleva un sitio de
replicacion, asi como secuencias marcadoras que pueden permitir la seleccién fenotipica de células transformadas.
Por ejemplo, E.coli se transforma tipicamente con pBR322, un pldsmido derivado de una especie de E.coli. Ver, por
ejemplo, Bolivar et al., Gene, 2:95 (1977). pBR322 contiene genes que confieren resistencia a la ampicilina y tetra-
ciclina y, de esta manera, proporcionan un medio facil de identificar las células transformadas. El plasmido pBR322,
u otro plasmido microbiana o fago, también contiene generalmente, o se modifica para que contenga, promotores que
pueden ser utilizados por el organismo bacteriana para expresar los genes marcadores seleccionables.
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Si el polipéptido heter6logo debe secretarse, el ADN codificante del polipéptido heterélogo de interés en el presente
documento contiene una secuencia de sefial, por ejemplo una en el extremo N-terminal del polipéptido heter6logo
maduro. En general, la secuencia de sefial puede ser un componente del vector, o puede ser una parte del ADN
insertado en el vector que codifica el polipéptido heter6logo. La secuencia de sefial heteréloga seleccionada deberia ser
una secuencia que sea reconocida y procesada (es decir, cortada mediante una peptidasa de sefial) por la célula huésped.
Para las células huésped bacterianas que no reconocen y procesan la secuencia de sefial polipéptido heter6logo nativo,
la secuencia de sefial se sustituye por una secuencia bacteriana de sefial seleccionada, por ejemplo entre el grupo que
consiste en los lideres fosfatasa alcalina, penicilasa, lpp, o enterotoxina termoestable II.

Los vectores de expresion contienen una secuencia de dcido nucleico que permite al vector replicarse en una o
mds células huésped seleccionadas. Tales secuencias son bien conocidas en una diversidad de bacterias. El origen de
replicacién del plasmido pBR322 es adecuada para la mayoria de bacterias Gram-negativas.

Los vectores de expresién contienen asimismo generalmente un gen de seleccién, también denominado un mar-
cador seleccionable. Este gen codifica una proteina necesaria para la supervivencia o crecimiento de células huésped
transformadas cultivadas en un medio selectivo de cultivo. Las células no transformadas con el vector que contiene
el gen de seleccion no sobrevivirdn en el medio de cultivo. Los genes de seleccidn tipicos codifican proteinas que (a)
confieren resistencia a antibidticos u otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato, o tetraciclina, (b)
complementan deficiencias auxotréficas, o (c) suministran nutrientes criticos no disponibles en medios complejos, por
ejemplo, el gen que codifica la D-alanina-racemasa para Bacilli. Un ejemplo de un esquema de seleccion utiliza un
farmaco para detener el crecimiento de una célula huésped. Aquellas células que son trasnformadas con éxito con un
gen heter6logo, producen una proteina que confiere resistencia al firmaco y, de esta manera, sobreviven el régimen de
seleccion.

El vector de expresion para producir un polipéptido heterélogo también contiene un promotor inducible que es
reconocido por el organismo huésped bacteriana y estd operativamente unido al 4cido nucleico que codifica el poli-
péptido heterdlogo de interés. También contiene un promotor separado inducible o de basa expresion basal, que esta
operativamente unido al dcido nucleico que codifica los enzimas liticos. Entre los promotores inducibles adecuados
para su utilizacién con huéspedes bacterianos se incluyen los sistemas S-lactamasa y promotor lactosa (Chang ef al.,
Nature, 275:615 (1978); Goeddel et al., Nature, 281:544 (1979)), el sistema promotor arabinosa, incluyendo el promo-
tor araBAD (Guzman et al., J.Bacteriol., 174:7716-7728 (1992); Guzman et al., J.Bacteriol., 177:4121-4130 (1995);
Siegele y Hu, Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 94:8168-8172 (1997)), el promotor ramnosa (Haldimann et al., J.Bacteriol.,
180:1277-1286 (1998)), el promotor fosfatasa alcalina, un sistema promotor triptéfano (trp) (Goeddel, Nucleic Acids
Res., 8:4057 (1980), y patente n° EP 36.776), los promotores Pri-1 Y Prcjara-1 (Lutz y Bujard, Nucleic Acids Res.,
25:1203-1210 (1997)), y promotores hibridos, tal como el promotor tac, deBoer et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 80:21-
25 (1983). Sin embargo, son adecuados otros promotores bacterianos conocidos, inducibles y de baja expresion basal.
Sus secuencias nucleotidicas han sido publicadas, permitiendo a un experto, de esta manera, ligarlos operativamente a
ADN codificante del polipéptido heterélogo de interés, o a los acidos nucleicos que codifican los enzimas liticos (Sie-
benlist et al., Cell, 20:269 (1980)) utilizando conectores o adaptadores para suministrar cualquier sitio de restriccién
requerido. Si se utiliza un promotor fuerte y altamente “leaky”, tal como el promotor trp, se utiliza generalmente s6lo
para la expresion del 4cido nucleico que codifica el polipéptido heter6logo y no para el dcido nucleico que codifica
los enzimas liticos. Los promotores fac y P, podrian utilizarse para uno entre el polipéptido heter6logo y los enzimas
liticos, pero no para ambos, aunque no son preferentes. Son preferentes el promotor fosfatasa alcalina para el producto,
y el promotor arabinosa para los enzimas liticos.

Los promotores de uso en sistemas bacterianos también contienen generalmente una secuencia Shine-Dalgarno
(S.D.) unida operativamente al ADN que codifica el polipéptido heterélogo de interés. El promotor puede ser eliminado
del ADN de origen bacteriano mediante digestion con enzima de restriccion e insertado en el vector que contiene el
ADN deseado. El promotor phoA puede ser eliminado del ADN de origen bacteriano mediante digestion con enzima
de restriccion e insertado en el vector que contiene el ADN deseado.

La construccién de vectores adecuados que contienen uno o mas de los componentes anteriormente mencionados
utiliza técnicas de ligacién estandares. Los plasmidos o fragmentos de ADN aislados se cortan, adaptan, y re-ligan en
la forma deseada para generar los plasmidos requeridos.

Para el andlisis de confirmacién de las secuencias correctas en los plasmidos construidos, se utilizan las mezclas de
ligacién para transformar E.coli K12 cepa 294 (ATCC n° 31.446), u otras cepas, y se seleccionan los transformantes
exitosos utilizando la resistencia a la ampicilina o tetraciclina segtin el caso. Se preparan pldsmidos a partir de los
transformantes, se analizan mediante digestion de endonucleasa de restriccion, y/o se secuencian mediante el método
de Sanger et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 74:5463-5467 (1977), o de Messing et al., Nucleic Acids Res., 9:309 (1981),
o mediante el método de Maxam et al., Methods in Enzymology, 65:499 (1980).

Entre las bacterias adecuadas para este fin se incluyen las arqueobacterias y eubacterias, especialmente las eubac-
terias, con mayor preferencia las bacterias Gram-negativas, y con la mayor preferencia, las Enterobacteriaceae. Entre
los ejemplos de bacterias utiles se incluyen Escherichia, Enterobacter, Azotobacter, Erwinia, Bacillus, Pseudomonas,
Klebsiella, Proteus, Salmonella, Serratia, Shigella, Rhizobia, Vitreoscilla, y Paracoccus. Entre los huéspedes E.coli se
incluyen E.coli W3110 (ATCC n° 27.325), E.coli 294 (ATCC n° 31.446), E.coli B, y E.coli X1776 (ATCC n° 31.537).
Estos ejemplos son ilustrativos y no limitativos. También pueden utilizarse células mutantes de cualquiera de las bac-
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terias anteriormente mencionadas. Evidentemente es necesario seleccionar las bacterias apropiadas teniendo en cuenta
la replicabilidad del replicén en las células de una bacteria. Por ejemplo, las especies de E.coli, Serratia, o Salmonella
pueden ser utilizadas adecuadamente como huésped cuando se utilicen pldsmidos bien conocidos, tal como pBR322,
pBR325, pACYC177, 6 pKN410 para suministra el replicén.

E.coli cepa W3110 es un huésped preferente porque es una cepa huésped comun para las fermentaciones de pro-
ductos de ADN recombinante. Preferentemente, la célula huésped deberia secretar cantidades minimas de enzimas
proteoliticos. Por ejemplo, la cepa W3110 puede modificarse para producir una mutacién genética en los genes que
codifican proteinas. Ejemplos de tales huéspedes incluyen E.coli W3110 cepa 1A2, la cual tiene el genotipo comple-
to tonAA (también conocido como AfhuA); E.coli W3110 cepa 9E4, la cual tiene el genotipo completo tonAA ptr3;
E.coli W3110 cepa 27C7 (ATCC n°® 55.244), la cual tiene el genotipo completo tonAA ptr3 phoAAE1S5 A(argF-lac)
169 ompTA degp41kan'; E.coli W3110 cepa 37D6, la cual tiene el genotipo completo tonAA ptr3 phoAAELS5 A(argF-
lac)169 ompTA degP41kan" rbs7A ilvG; E.coli W3310 cepa 40B4, la cual es la cepa 37D6 con una mutacién por
delecion degP de no resistencia a la canamicina; E.coli W3110 cepa 33D3, la cual tiene el genotipo completo fonA
prt3 laclg LacL8 ompT degP kan'; E.coli W3110 cepa 36F8, la cual tiene el genotipo completo tonA phoA A(argF-lac)
ptr3 degP kan® ilvG+, y es termo-resistente a 37°C; E.coli W3110 cepa 45F8, la cual tiene el genotipo completo fhuA
(tonA) A(argF-lac) ptr3 degP41 (kanS) AompA(nmpc-fepE) ilvG+ phoA+ phoS*(T10Y); E.coli W3110 cepa 33B8, la
cual tiene el genotipo completo tonA phoA A(argF-lac) 189 deoC degP IlvG+(kanS); E.coli W3110 cepa 43E7, la cual
tiene el genotipo completo fhuA(tonA) A(argF-lac) ptr3 degP41(kanS) AomptA(nmpc-fepE) ilvG+ phoA+;y una cepa
de E.coli con la o las proteasas periplasmadticas mutantes que se dan a conocer en la patente US n° 4.946.783 publicada
el 7 de agosto de 1990.

Las células huésped se transforman con los vectores de expresion anteriormente descritos de la presente invencion
y se cultivan en medios nutrientes convencionales, modificados segin resulte apropiado para inducir los diversos
promotores si se lleva a cabo induccién.

Transformacioén significa introducir ADN en un organismo de manera que el ADN sea replicable, bien como ele-
mento extracromosdmico, bien como parte integrante de un cromosoma. Dependiendo de la célula huésped utilizada,
la transformacion se lleva a cabo utilizando técnicas estdndar apropiadas para tales células. Generalmente, se utiliza
el tratamiento con calcio, con cloruro de calcio, segiin se describe en la seccién 1.82 de Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989), para células bacterianas
que contengan barreras sustanciales de pared celular. Otro método de transformacion utiliza polietilenglicol/DMSO,
segun se describe en Chung y Miller, Nucleic Acids Res., 16:3580 (1988). Aunque otro método es utilizar la técnica
denominada electroporacion.

Las células bacterianas utilizadas para producir el polipéptido heterélogo de interés descrito en la presente inven-
cidn, se cultivan en medios adecuados en los que pueden inducirse los promotores como se describe generalmente en,
por ejemplo, Sambrook et al., supra.

También puede incluirse cualquier otro suplemento necesario, aparte de las fuentes de carbono, nitrégeno, y f6s-
foro inorgdnico, en concentraciones apropiadas, solos o en mezclas con otro suplemento o medio, tal como una fuente
compleja de nitrégeno. El pH del medio puede ser cualquier pH en el intervalo aproximado 5-9, dependiendo, princi-
palmente, del organismo huésped.

Para la induccidn, tipicamente las células se cultivan hasta alcanzar una densidad 6ptica determinada, por ejem-
plo, una Ass, de, aproximadamente, 80-100, en cuyo punto se inicia la induccién (por ejemplo, por adicién de un
inductor, por agotamiento de un represor, supresor, o componente del medio, etc.), para inducir la expresion del gen
que codifica el polipéptido heterélogo. Cuando se ha acumulado aproximadamente 50% 6 mas del polipéptido hete-
r6logo (segin determina, por ejemplo, que la densidad Optica alcance un cantidad-objetivo que se ha observado en
el pasado que se correlaciona con la acumulacién deseada de polipéptido heter6logo, por ejemplo, una Ass, de, apro-
ximadamente, 120-140), se lleva a cabo la induccién del promotor de los enzimas liticos. La induccién tipicamente
tiene lugar en un momento en el tiempo después de la inoculacién de, aproximadamente, 75-90%, con preferencia
aproximadamente 80-90%, del tiempo total del proceso de fermentacidn, segin la experiencia y ensayos anterio-
res. Por ejemplo, la induccién del promotor puede tener lugar entre las 30 horas aproximadamente, con preferencia
las 32 horas, y hasta aproximadamente las 36 horas después de la inoculacién, en un proceso de fermentacién de
40 horas.

La expresion génica puede medirse en una muestra directamente, por ejemplo, mediante transferencia Northern
convencional, para cuantificar la transcripcion de ARNm (Thomas, Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 77:5201-5205 (1980)).
Pueden utilizarse diversos marcajes, mds habitualmente radiois6topos, en particular **P. Sin embargo, también pueden
utilizarse otras técnicas, tal como la utilizacién de nucleétidos modificados con biotina, para su introduccién en un
polinucleétido. A continuacidn, la biotina sirve como sitio de unidn para la avidina o para anticuerpos, los cuales pue-
den marcarse con una amplia variedad de marcajes, tal como con radionucleidos, compuestos fluorescentes, enzimas,
o similares.

Para la acumulacién de un producto génico expresado, se cultiva la célula huésped bajo condiciones suficientes
para la acumulacién del producto génico. Tales condiciones incluyen, por ejemplo, las condiciones de temperatura,
nutrientes, y densidad celular que permitan la expresién proteica y acumulacién por parte de la célula. Ademais,
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tales condiciones son aquéllas bajo las que la célula puede llevar a cabo funciones celulares bésicas de transcripcion,
traduccién y transporte de proteinas desde un compartimiento celular hacia otro de las proteinas secretadas, como son
conocidas por los expertos en la materia.

Tras la acumulacion de producto, cuando las células han sido lisadas por los enzimas liticos expresados, opcio-
nalmente antes de la recuperacién de producto, se incuba el caldo de lisado durante un periodo de tiempo suficiente
para liberar el polipéptido heter6logo contenido en las células. Este periodo de tiempo dependerd, por ejemplo, del
tipo de polipéptido heter6logo que se recupera y de la temperatura, pero preferentemente estara comprendido entre,
aproximadamente, 1 y 24 horas, mds preferiblemente entre 2 y 24 horas, y con la mayor preferencia, entre 2 y 3 horas.
Si se da la sobre-digestion con el enzima, la mejora en la recuperacién de producto no serd tan grande.

En la segunda etapa de la presente invencion, el polipéptido heter6logo, como producto soluble o insoluble liberado
de la matriz celular, se recupera del lisado, de una manera que minimice la co-recuperacién de residuos celulares con el
producto. La recuperacidn puede realizarse de cualquier manera, pero preferentemente comprende la sedimentacién de
particulas refrictiles que contienen el polipéptido heterélogo, o la recoleccidn de sobrenadante que contenga producto
soluble. Un ejemplo de sedimentacion es la centrifugacion. En este caso, la recuperacion tiene lugar, preferentemente,
antes de la EBA o sedimentacién, en presencia de un agente que altere la pared celular externa incrementando su
permeabilidad y permitiendo una mayor recuperacién de sélidos. Entre los ejemplos de tales agentes se incluyen un
agente quelante, tal como EDTA, o un zwiteridn, tal como, por ejemplo, un detergente idnico dipolar, tal como el
detergente ZWITTERGENT 316™. Ver Stabel et al., supra. Con la mayor preferencia, la recuperacion tiene lugar en
presencia de EDTA. Otra técnica de recuperacion de producto soluble es EBA, como se ha descrito anteriormente.

Si se utiliza la centrifugacion para la recuperacion, la fuerza relativa de centrifugacién (RCF) es un factor importan-
te. La RCF se ajusta para minimizar la co-sedimentacién de residuos celulares con las particulas refractiles liberadas
de la pared celular con la lisis. La RCF especifica utilizada para este fin variard dependiendo, por ejemplo, del tipo de
producto a recuperar, pero es, preferentemente, de por lo menos, aproximadamente, 3.000 x g, mds preferentemente
de, aproximadamente, 3.500-6.000 x g, y con la mayor preferencia de, aproximadamente, 4.000-6.000 x g. En el caso
de co-expresarse el gen t, aproximadamente 6.000 rpm proporcionan una recuperacion tan buena a partir de particulas
refractiles del caldo lisado como a partir de células intactas.

La duracién de la centrifugacion dependera de varios factores. La tasa de sedimentacién dependerd de, por ejem-
plo, el tamafio, forma, y densidad de la particula refréictil y de la densidad y viscosidad del liquido. El tiempo de
sedimentacién de los sélidos dependerd, por ejemplo, de la distancia y tasa de sedimentacidn. Es razonable esperar
que las centrifugas continuas de discos funcionardn bien para la recuperacion de agregados de polipéptido heterélogo
liberado o para la eliminacion de residuos celulares a gran escala, ya que estas centrifugas pueden procesar a elevadas
velocidades de fluido debido a las relativamente grandes fuerzas centrifugas y a la distancia relativamente pequeiia de
sedimentacion.

El polipéptido heter6logo capturado en la etapa inicial de recuperacién puede, a continuacion, purificarse adicio-
nalmente separdandolo de proteinas contaminantes. En una realizacién preferida, se aislan los agregados de polipéptido
heterdlogo, seguido de una solubilizacién simultdnea y re-plegamiento del polipéptido, segiin se da a conocer en la
patente n° 5.288.931. Alternativamente, se recupera el producto soluble mediante técnicas estandar.

Los procedimientos siguientes son ejemplificativos de los procedimientos de purificacién adecuados para el poli-
péptido heterélogo soluble liberado del periplasma o del citoplasma: fraccionamiento de inmunoafinidad o columnas
de intercambio i6nico; precipitacién con etanol; HPLC en fase reversa; cromatografia en silice o en resina de inter-
cambio catidnico, tal como DEAE; cromatoenfoque; SDS-PAGE; precipitacién con sulfato amoénico; y filtracién en
gel utilizando, por ejemplo, SEPHADEX™ G-75.

Los ejemplos siguientes se ofrecen a titulo ilustrativo, pero sin limitacion.
Ejemplo I
Co-expresion de enzimas liticos con producto soluble

A. Co-expresion de lisozima-T4 y endonucleasa endA (no reivindicada)

rhuMAb CD18 es un fragmento recombinante de anticuerpo F(ab’), con dos cadenas ligeras de residuo 214 y
dos cadenas pesadas de residuo 241. Se une al receptor MAC-1 (CD11b/CD18), bloqueando eficazmente la unién de
neutrdfilos al endotelio. En el proceso de fermentacion descrito posteriormente, se produce rhuMab CD18 como un
precursor de la cremallera de F(ab’),-leucina en E.coli y se secreta hacia el periplasma. El procedimiento deseado
de recuperacién se concentra en la fraccidn soluble del producto acumulado y depende de la cremallera de F(ab’),-
leucina que se libera del periplasma para su captura inicial.

Se introdujo la co-expresion de lisozima-T4 para debilitar el sdculo de peptidoglicano, y se introdujo la sobre-

expresion de proteina endA para degradar el ADN gendmico liberado de las células bajo condiciones tales que las
células son permeabilizadas o lisadas.
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En E.coli, el gen endA codifica una endonucleasa normalmente secretada hacia el periplasma, que corta el ADN
en oligodesoxirribonucledtidos de una manera endonucleolitica. Se ha sugerido que endA es expresado de manera
relativamente débil por E.coli (Wackernagel et al., supra). Sin embargo, la endonucleasa podria sobre-expresarse
utilizando un pldsmido compatible. Mediante la insercién de gen endA con su secuencia de sefial detrds del cassette
lisozima-T4-ara en el plasmido compatible pJJ153, ahora pJJ154, se inducira la expresiéon de ambos la lisozima-T4 y
la endonucleasa al afiadir arabinosa. Si bien la lisozima-T4 estd encerrada en el citoplasma, la endonucleasa se secreta
hacia el espacio periplasmadtico y se mantiene alejada del ADN gendmico, situado en el citoplasma durante el proceso
de fermentacion. Se espera que una degradacién enzimatica efectiva del ADN tras la lisis celular, reducird o incluso
eliminard las pasadas multiples por el dispositivo de disrupcién mecdnica, una operacion con frecuencia necesaria para
ambas la disrupcién celular y la reduccién de la viscosidad. El éxito en esto comportaria una reduccién significativa
en tiempo y costes del procedimiento de recuperacion.

Materiales y métodos

Construccion del pldasmido pS1130: Se construy6 el pldsmido pS1130 (figura 3) para dirigir la produccién de
precursor de cremallera de thuMAb CD18 F(ab’),-leucina en E.coli. Esta basado en el plasmido bien caracterizado
pBR322, con un cassette de expresién de 2138 pb (figura 4; SEC ID n°:1 y n°:2) insertado en el sitio de restriccién
EcoRI. El plamido codifica la resistencia a ambos los antibidticos tetraciclina y beta-lactama. El cassette de expresion
contiene copias Unicas de cada gen unidas en tdndem. La transcripcion de cada gen en un solo ARNm dicistrénico estd
dirigida por el promotor phoA de E.coli (Chang et al., Gene, 44:121-125 (1986)) y finaliza en el terminador t, del fago
lambda (Scholtissek y Grosse, Nuc.Acids Res., 15:3185 (1987)). Las sefales de inicio de traduccion para cada cadena
las proporciona las secuencias Shine-Dalgarno de STII (enterotoxina termo-estable) de E.coli (Picken et al., Infection
and Immunity, 42:269-275 (1983)).

rhuMAb CD18 se cred por humanizacién del anticuerpo monoclonal murina muMAb H52 (Hildreth y August,
J Immunology, 134:3272-3280 (1985)) utilizando un procedimiento previamente descrito para otros anticuerpos (Car-
ter et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 89:4285-4289 (1992); Shalaby et al., J.Exp.Med., 175:217-225 (1992); Presta et
al., J.Immunol., 151:2623-2632 (1993)). Brevemente, se aislaron los ADNc que codifican los dominios de cadenas
variables de muMADb H52 ligeras (V) y pesadas (Vy), utilizando RT-PCR en una linea celular de hibridoma autori-
zada por Hildreth (Hildreth y August, obra anteriormente citada). Las regiones determinantes de complementariedad
(CDR) de muMAD H52 se transplantaron en un gen marco de anticuerpo humano que codificaba huMAb UCHT1-
1 (Shalaby et al., obra anteriormente citada) mediante mutdgenesis dirigida. Se identificaron los residuos del mar-
co murino no CDR que pudiesen influir sobre la afinidad del anticuerpo humanizado con su diana, CD18 humana,
utilizando modelos moleculares. Estos residuos se alteraron mediante mutagénesis dirigida y se ensayé su influencia
sobre la unién de CD18. Aquellos residuos del marco que mejoraron significativamente la afinidad, se incorporaron
en el anticuerpo humanizado. El vector de expresion que codificaba la versiéon humanizada final de muMAb H52
en un formato Fab’ se denominé pH52-10,0 y es un derivado de pAK19 (Carter et al., Bio/Technology, 10:163-167
(1992)).

El plasmido pS1130 difiere de pH52-10,0 en la region codificante de cadena pesada. El extremo C-terminal de
la cadena pesada se extendié desde CysProPro hasta la secuencia bisagra natural CysProProCysProAlaProLeuleu-
GlyGly (SEC ID n°:3) y a continuacién se fusiond con el dominio de cremallera de leucina de 33 residuos del factor
transcripcional GCN4 de levadura. Como se ha descrito anteriormente, los dominios de cremallera de leucina se di-
merizan para reunir dos moléculas Fab’ y promover la formacién de complejo F(ab’),. Los dos residuos cisteina en la
regién bisagra de la cadena pesada se unen a continuacién por enlace disulfuro a aquellos de un Fab’ adyacente para
formar un F(ab’), unido covalentemente.

Se construy6 el plasmido pS1130 en un procedimiento multi-etapa descrito a grandes rasgos a continuacion:

En primer lugar, se introdujo un origen de replicacién fago filamentoso (f1) en pH52-10,0 para crear el plasmido
pS0O858. El plasmido pSO858 se construyé ligando el fragmento HindIII-HindIII de 1.977 pb, que contenia el cassette
de expresion Fab’ del pH52-10,0, con el fragmento HindIII-HindIII de 4.870 pb del plasmido pSO191 (denominado
phGHr (1-238) en Fuh et al., J.Biol.Chem., 265:3111-3115 (1990)).

En segundo lugar, se llevé a cabo la mutagénesis dirigida por oligonucleétidos sobre pSO858 para crear el plasmido
zpil#6. Se extendid la region codificante de cadena pesada para que incluyese los residuos bisagra de cisteina y el
sitio de corte de la pepsina (CysProProCysProAlaProLeuLeuGlyGly; SEC ID n°:3). También se introdujo un sitio de
restriccion Notl. Se confirmo la secuencia del ADN introducida mediante secuenciacién de ADN.

En tercer lugar, se generd un fragmento de ADN que codificaba el dominio cremallera de leucina de GCN4 flan-
queado por los sitios de restricciéon Notl y Sphl (patente n® W0O98/37200 publicada el 27 de agosto de 1998). Este
fragmento NotI-Sphl de ADN de 107 pb se clon6 posteriormente dentro de zip1#6, el cual se habia cortado de manera
similar, con el fin de crear el plasmido pS1111.

En cuarto lugar, la secuenciaciéon de ADN del fragmento cremallera de leucina de GCN4 revel6 un error en la se-

cuencia codificante. Se corrigi6 este error mediante mutagénesis dirigida por oligonucleétidos y se confirmé mediante
secuenciacién de ADN. El plasmido correcto resultante se denominé pS1117.
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La etapa final en la construccién de pS1130 fue restaurar el gen de resistencia a la tetraciclina y eliminar el origen
fl de pS1117. Esto se consigui6 ligando el fragmento PstI-Sphl de 2.884 pb de pS1117 que contenia el cassette de
expresion de la cremallera Fab’ con el fragmento PstI-Sphl de 3.615 pb de pH52-10,0.

Construccion del plasmido pJJ154: El plasmido pJJ154 (figura 5) es un derivado de pACYC177 que es compatible
con los vectores pBR322. Para construir pJJ154, pJJ153 como se ha descrito anteriormente se digirié con Mlul y el
fragmento de vector se ligd con gen endA amplificado por PCR disefiado para codificar extremos Mlul. Se filtré la
orientacion correcta del plasmido mediante digestién de enzimas de restriccion con el fin de producir pJJ154.

Se muestra en la figura 5 la construccién de pJJ153 (un derivado pACYC177 que es compatible con vectores
pBR322). Se insert6 el fragmento Clal/AlwNI de pBR322 en pBAD18 digerido con Clal/AlwNI (Guzman et al., obra
citada anteriormente) con el fin de producir pJJ70. A continuacidn, se llev6 a cabo una ronda de mutagénesis dirigida,
cambiando HindIII a Stul con el fin de obtener pJJ75. Se llevo a cabo una segunda ronda de mutagénesis dirigida para
cambiar Mlul por Sacll, con el fin de producir pJJ76. A continuacién, se ligaron los fragmentos Xbal/HindIII de pJJ76
y de pPBKIGF2B, y se ligaron los fragmentos Xbal/HindIII de este producto de ligacion y del pldsmido lisozima-T4/tac
para producir pT4LysAra. A continuacion, se ligé pACYC177, digerido con BamHI (insertado)/Scal, con pT4LysAra,
digerido con Clal/HindIII (ambos extremos con insercién) con el fin de producir pJJ153. Se muestran en la figura 5
los mapas de pACYC177, pT4LysAra y pJJ153.

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento: Se utilizé la cepa 33B8 (E.coli W3110 tonA phoA A(argF-
lac) 189 deoC degP ilvG+(kanS)) como el huésped de produccién para la co-expresion de lisozima-T4 y proteina
digestora de ADN del pldsmido pJJ154 y la expresion de la cremallera de rhuMab CD18 F(ab’),-leucina del pldsmido
pS1130. Se co-transformaron células competentes de 33B8 con pJJ154 y pS1130 utilizando procedimientos estandar.
Se escogieron los transformantes de placas LB que contenian 20 ug/ml de tetraciclina y 50 ug/ml de canamicina
(LB+Tet20+Kan50), se purificaron, y se cultivaron en caldo LB con 20 ug/ml de tetraciclina y 50 yg/ml de canamicina
en un incubador-agitador a 37°C 6 a 30°C previamente a su almacenamiento en DMSO a -80°C.

Para los controles, se transformé el huésped 33B8 con pS1130 y pJJ96 (andlogo a pJJ154 excepto en que no se
insertaron en el vector 4cidos nucleicos que codificasen lisozima-T4 ni producto endA) y se aislé en un medio selectivo
similar.

Proceso de fermentacion de cremallera de rhuMAb CD18 F(ab’),-leucina: Se prepard un indculo de matraz agitado
mediante la inoculacién de medio estéril con un cultivo stock recién descongelado. Se afiadieron al medio antibidticos
apropiados para generar una presion selectiva que asegurase la conservacion del plasmido. En la Tabla 1 se proporciona
la composicion del medio del matraz agitado de cultivo. Se incubaron los matraces bajo agitacién a, aproximadamente,
30°C (28°C-32°C) durante 14-18 horas. A continuacidn, se utilizé este cultivo para inocular el recipiente de produccién
fermentativa. El volumen de indculo era de 0,1% a 10% del volumen inicial de medio.

La produccién de la cremallera F(ab’),, precursor de rhuMAb CD18 se llevo a cabo en el medio de produccién
que se muestra en la Tabla 2. Se llevé a cabo el proceso de fermentacién a una temperatura aproximada de 30°C (28-
32°C) y a un pH aproximado de 7,0 (6,5-7,9). Se establecieron la tasas de aireacion y de agitacidon para proporcionar
una transferencia de oxigeno adecuada al cultivo. La produccién de cremallera F(ab’),, precursor de rhuMAb CD18
se inici6 al agotarse el fosfato en el medio, tipicamente 36-60 horas después de la inoculacién.

TABLA 1

Composicion del medio del matraz agitado de cultivo

ingrediente Cantidad/litro
Tetraciclina 4-20 mg
Triptona 8-12 g
Extracto de levadura 4-6 g
Cloruro sédico 8-12g
Fosfato sodico, afadido como solucion 4-6 mmol
depH7
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TABLA 2

Composicion del medio de produccion

Ingrediente Cantidad/litro
Tetraciclina 4-20 mg
Glucosa® 10-250 g
Sulfato aménico® 2-89
Fosfato sodico, monobasico, dihidrato® 1-5¢
Fosfato potasico, dibasico® 1-5g
Fosfato potasico, monobasico® 0.5-5¢g
Citrato sodico, dihidrato® 0,559
Sulfato magnésico, heptahidrato® 1,0-10 g
FERMAX '™ (antiespumante) 0-5 ml
Cloruro férrico, hexahidrato® 20-200 mg
Sulfato de zinc, heptahidrato® 0,2-20 mg
Cloruro de cobalto, hexahidrato® 0,2-20 mg
Molibdato sédico, dihidrato® 0,2-20 mg
Sulfato cuprico, pentahidrato® 0,2-20 mg
Acido bérico® 0,2-20 mg
Sulfato de manganeso, monohidrato® 0,2-20 mg
Digerido de caseina 15-25 g
Metionina® 0-5¢g
Leucina® 0-5g

%inicialmente, se afadio una parte de estos ingredientes al fermentador, mientras
que el resto se introdujo durante la fermentacion. Se anadié hidroxido amonico segun se
requirié para el control del pH.

El momento de adicidn de la arabinosa estuvo comprendido entre 50 y 65 horas después de la inoculacién. Se
ensayaron los efectos de adiciones de bolus de 0,1% a 1% (concentracién final) de arabinosa sobre la induccién de la
co-expresion de lisozima-T4 y endonucleasa endA.

Se dejo6 fermentar durante aproximadamente 65 horas (60 a 72 horas), después de lo cual se recolect el caldo para
el tratamiento posterior de recuperacién del producto.

Evaluacion de la reduccion en viscosidad del caldo mediante sobre-expresion de endonuclease endA: Alicuotas
de caldo de cultivo recolectado de la fermentacién de cremallera de rhuMAb CD18 F(ab’),-leucina con o sin co-
expresion de producto endA, afiadida ademds de la lisozima fagica descrita anteriormente, se sometieron a un ciclo
de congelacion-descongelacién. El caldo descongelado se diluy6 1:3 en agua, o en MgCl, 20 mM, previamente a su
incubacién al bafio maria con agua a 37°C bajo agitacion. Se retiraron las muestras a intervalos y se midio la viscosidad
del caldo diluido utilizando un viscémetro de caida de bola.

Resultados

Efecto de la sobre-expresion de EndA, aiadido ademds de lisozima-T4, sobre la viscosidad del caldo: Como se
muestra en la Tabla 3, el caldo de cultivo diluido descongelado-congelado procedente del proceso de fermentacién
anterior en ausencia de sobre-expresion de endA tenia una viscosidad superior a 800 cP al inicio de la incubacién a
37°C. Tras 60 minutos de incubacién, habia cambiado poco la viscosidad del caldo de fermentacién diluido con H,O
y congelado-descongelado, mientras que el caldo diluido con tampén MgCl, mostré una reduccién significativa en
la viscosidad del caldo. Tras extender la incubacion a 37°C durante mas de 2,5 horas, se estabilizé la viscosidad del
caldo de cultivo diluido congelado-descongelado sin sobreexpresién de endA en adicién de T4-lisozima en un valor
aproximado de 40 cP. La viscosidad del caldo de cultivo diluido congelado-descongelado con sobre-expresién de endA
era inferior a 20 cP incluso antes de su incubacién a 37°C.
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TABLA 3
Co-expresion Tratamiento incubacion a 37°C Viscosidad del
(minutos) caldo (cP)
Lisozima-T4 + Control H,0O + 0 <20
endA (pJJ154) MgCl, 20 mM 0 <20
Control H,0O + 60 <20
MgCl, 20 mM 60 <20
Lisozima-T4 sola Control H,O + 0 >800
(pJJ153) MgCl, 20 mM 0 >800
Control H,0O + 60 >800
MgCl, 20 mM 60 36
Control H,0O + 120 41
MgCl, 20 mM 120 36
Control H,O + 165 40
MgCl, 20 mM 165 42

B. Co-expresion de lisozima-T4, gen t, y endonucleasa EndA
Antecedentes

Segtn se describe en el Ejemplo IA, la sobre-expresion de endA comporta beneficios significativos en la reduc-
cion de la viscosidad de caldo permeabilizado o lisado. Ayuda a condicionar el caldo de fermentacién para la etapa
posterior de recuperacion del producto. Mediante la co-expresion del lisozima-T4 y gen t, ademas de endA, las células
pueden lisarse bioquimicamente y al mismo tiempo rendir un caldo lisado bien preparado con viscosidad de fluido
suficientemente baja y compatible con las etapas de aislamiento del producto, tal como la centrifugacién o la EBA.

El proceso de fermentacién descrito anteriormente se utilizé para producir rhuMAb CD18 como precursor de una
cremallera de F(ab’),-leucina dirigida por el plasmido pS1130 en E.coli, con la co-expresién de enzimas liticos y
proteina digestora de ADN dirigida por el plasmido pJJ155 en E.coli. El producto de fragmento de anticuerpo se
secretd y acumul6 en el periplasma. Los enzimas liticos se acumularon en un compartimiento alejado de su sustrato
hasta su liberacién por accién del producto del gen t. El procedimiento deseado de recuperacién se concentra en la
fraccion soluble de la cremallera de F(ab’),-leucina liberada del periplasma para su captura inicial.

Materiales y métodos

Construccion del plasmido pJJ155: De manera similar a pJJ154, pJJ155 es un derivado de pACYC177 que es
compatible con vectores pBR322. Para construir pJJ155, pJJ154 segin se ha descrito anteriormente, se digirié con
Kpnl, y el fragmento del vector se ligd con gen t amplificado por PCR y disefiado para codificar extremos Kpnl. Se
selecciono el plasmido con la orientacién correcta mediante digestion con enzimas de restriccion para producir pJJ155.
Se muestra en la figura 7 un mapa de pJJ155.

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo: La mayoria de los experimentos se llevaron a cabo con 33B8 trans-
formado segun se ha descrito anteriormente, excepto en que se sustituyé pJJ154 por pJJ155.

Descripcion del proceso de fermentacion: Ver Ejemplo IA.
Resultados

El crecimiento celular de 33B8 co-transformado con pS1130 y pJJ155 (33B8/pS1130/pJJ155) no fue significati-
vamente diferente del crecimiento del control (33B8 transformado solamente con pS1130). Tras la adicién de 0,5% a
1% de arabinosa a las 50-65 horas para inducir la co-expresion de los enzimas liticos y la proteina digestora de ADN,
la DOss, del cultivo 33B8/pS1130/pJJ155 cayé con ritmo constante hasta un 30-40% de la densidad celular maxima,
sugiriendo lisis celular.

La Tabla 4 muestra el efecto de la co-expresion de lisozima-T4 + endA + gen t sobre la liberacién de fragmento
soluble de anticuerpo anti-CD18 hacia el medio. Se ensay6 mediante cromatografia HPLC de intercambio i6nico el
sobrenadante de la centrifugacién del caldo de cultivo lisado tras incubacién en presencia de EDTA 25 mM para
cuantificar el producto. Se encontraron més de 80% de los fragmentos solubles de anticuerpo anti-CD18 en la fraccién
sobrenadante en la condicién experimental en la que se inducia la co-expresion de enzimas liticos y proteina digestora
de ADN, en comparacién con menos de 10% en el control y en la condicién en la que no habia gen t (pJJ154) ni
disrupcién mecdnica.
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TABLA 4
Co-expresion % liberado del producto total
Ninguna (control) <10
Lisozima-T4 + endA (pJJ154) <10
Lisozima-T4 + endA + gen t (pJJ155) >80

Conclusiones

La endonucleasa degrada el ADN y reduce la viscosidad del caldo. La sobre-expresion de la endonucleasa end6-
gena de E.coli ademas de la lisozima-T4 reduce la necesidad de disrupcion celular mecédnica para la rotura de ADN
liberado. La liberacion de la lisozima fagica del compartimiento citoplasmatico mediada por la proteina de expresién
del gen t inicia el proceso de disrupcién bioquimica, resultando en la lisis de las células y en la liberacién del contenido
celular, incluyendo el polipéptido heterélogo, ADN gendmico, y proteina digestora del ADN, la cual habia quedado
atrapado en el periplasma o en el citoplasma hasta este momento. Mediante el mantenimiento del caldo lisado pa-
ra la digestion apropiada de sustratos mediante la co-expresién de enzimas liticos y proteina digestora de ADN, se
mejoraron la viscosidad del caldo y la liberaciéon de producto de la matriz celular para una mejor recuperacién del
producto.

Ejemplo I
Co-expresion de enzimas liticos e IGF-1
Antecedentes

Debido a las necesidades a gran escala, se seleccioné IGF-I como el polipéptido heterélogo para la evaluacion de la
recuperacion de particulas refractiles. Se utilizé la co-expresion de enzimas liticos y proteina digestora de ADN para
mejorar la liberacién de las particulas refractiles de IGF-I de las estructuras de pared celular sin utilizar disrupcién
mecénica.

Tras la lisis celular, ademads de liberar lisozima-T4 del compartimiento citoplasmatico, el ADN genémico liberado
del citoplasma habria contribuido significativamente a la viscosidad del liquido lisado del caldo. Por lo tanto, la co-
expresion de una endonucleasa de E.coli junto con enzimas liticos fue ttil en la reduccién de la viscosidad del liquido
tras la lisis celular y en la mejora de la recuperacion de producto durante la centrifugacion.

Materiales y métodos

Construccion del pldsmido pLBIGF57: Se construy6 el plasmido pLBIGF57 para la expresién de IGF-I (figura
6) a partir de un esqueleto basico de pBR322. Las secuencias transcripcionales y traduccionales requeridas para la
expresion del dcido nucleico que codifica IGF-I las proporcioné el promotor phoA y la secuencia Shine-Dalgarno trp.
La secrecion de la proteina la dirigié una variante TIR de la secuencia de sefial lamB. Esta variante TIR no altera la
secuencia aminoacidica primaria de la sefial lamB; sin embargo, los cambios silenciosos en la secuencia nucleotidica
resultan, en esta variante particular, en un nivel incrementado de proteina traducida.

A continuacién, se proporcionan los detalles de la construccién de pLBIGF57. Se construyé una biblioteca de
codones de la secuencia de sefial lamB para explorar las variantes de regiones de inicio de traduccion (TIR) de diferente
fuerza. Especificamente, se varié la tercera posicion de los codones 3 a 7 de la secuencia de sefial lamB. Este disefio
conservaba la secuencia aminoacidica de tipo salvaje y, atin de esta manera, permitia las divergencias dentro de la
secuencia nucleotidica.

Como se ha descrito anteriormente en la exploracién de la biblioteca de codones de secuencia de sefial STII (patente
sudafricana n® ZA 96/1688; Simmons y Yansura, Nature Biotechnology, 14:629-634 (1996)), el producto del gen phoA
sirvié como indicador para la seleccion de las variantes TIR de lamB. La biblioteca de codones de la secuencia de
sefial lamB se insert6 corriente abajo del promotor phoA y del Shine-Dalgarno #rp, y corriente arriba del gen phoA.
Bajo condiciones de baja actividad transcripcional, la cantidad de fosfatasa alcalina secretada por cada constructo a
partir de este momento era dependiente de la eficiencia de inicio traduccional proporcionada por cada variante TIR en
la biblioteca. Utilizando este método, se seleccionaron variantes TIR de lamB que cubrian un intervalo aproximado de
actividades de factor 10. Especificamente, la variante TIR de lamB #57 proporcionaba un TIR aproximadamente 1,8
veces mas fuerte que los codones lamB de tipo salvaje, segtin el ensayo de actividad phoA.

El fragmento de vector para la construccién de pLBIGF57 se generé mediante la digestiéon de pBK131Ran con
Xbal y Sphl. Este vector Xbal-Sphl contiene el promotor phoA y las secuencias Shine-Dalgarno #rp. Las secuencias
codificantes de IGF-I y el terminador transcripcional t, de lambda se aislaron a partir de pBKIGF-2B (patente US n°
5.342.763) después de la digestion con Ncol-Sphl. Se aisl6 la secuencia de sefial lamB a partir de pLBPhoTBK#57
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(variante TIR #57; generada como se ha descrito anteriormente) seguido de la digestién con Xbal-Ncol. A continua-
cién, se ligaron estos tres fragmentos para construir pLBIGF57.

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo: La mayoria de los experimentos se llevaron a cabo con la cepa 43E7
(E.coli W3110 fhuA(tonA) A(argF-lac) ptr3 degP41(kanS) AompTA(nmpc-fepE) ilvG+ phoA+). Se utilizé un sistema
de doble plasmido con pldsmido de producto (pLBIGF57) y pJJ155 para los enzimas liticos. Se co-transformaron
células competentes de 43E7 con pLBIGF57 y pJJ155 utilizando el procedimiento estandar. Se escogieron los trans-
formantes tras cultivo en una placa LB que contenia 50 ug/ml de carbenicilina (LB + CARB50™) y 50 ug/ml de
canamicina, se purificaron y cultivaron en caldo LB con 50 ug/ml de CARB50™ vy 50 pg/ml de canamicina en un
agitador/incubador a 37°C, previamente a su ensayo en el fermentador.

Para la comparacion, se utilizaron 43E7 transformadas solamente con pLBIGF57 en el caso control, llevado a cabo
bajo condiciones similares. pPLBIGF57 confiere resistencia a ambas la carbenicilina y la tetraciclina al huésped de
produccion y permite que 43E7/pLBIGF57 crezca en presencia de cualquiera de los dos antibidticos.

Proceso de fermentacion: La composicion del medio de fermentacidn y el protocolo experimental utilizado para la
co-expresion del 4cido nucleico que contenia IGF-I, endA, lisozima-T4, y gen t en caso de utilizarse, eran similares a
los del procedimiento IGF-I a escala pequeiia, de 10 kilolitros, de elevada tasa metabdlica y alto rendimiento. Breve-
mente, se utiliz6 un cultivo original en matraz agitado de 43E7/pLBIGF57 6 43E7/pLBIGF57/pJJ155 para inocular el
medio enriquecido de produccién. A continuacidn, se describe la composicién del medio (con las cantidades de cada
componente utilizadas por litro de medio inicial):

Ingrediente Cantidad/litro
Glucosa* 200-500 g
Sulfato amoénico 2-10g
Fosfato sédico, monobasico dihidrato 1-5¢
Fosfato potasico, dibasico 1-5¢
Citrato sédico, dihidrato 0,5-5¢
Cloruro potasico 05-5¢
Suifato magnésico, heptahidrato 0,5-5¢
Poliol PLURONIC ™, L61 0,1-5 mL
Cioruro férrico, heptahidrato 10-100 mg
Sulfato de zinc, heptahidrato 0,1-10 mg
Cloruro de cobalto, hexahidrato 0,1-10 mg
Molibdato sédico, dihidrato 0,1-10 mg
Sulfato cuprico, pentahidrato 0,1-10 mg
Acido bérico 0,1-10 mg
Sulfato de manganeso, monohidrato 0,1-10 mg
Acido hidroclérico 10-100 mg
Tetraciclina 4-30 mg
Extracto de levadura* 5-25¢g

NZ Amina AS* 5-25¢g
Metionina* 0-5¢g

Hidroxido aménico segun se requiera
para el control del pH
segun se requiera

para el control del pH

Acido sulfurico

*Inicialmente, se afiadié al medio una parte de la glucosa, extracto de levadura, NZ Amina AS, y metionina,
afiadiendo el resto durante la fermentacion.

La fermentacién fue un proceso alimentado por lotes en el que se fijaron los pardmetros de fermentacion de la
manera siguiente:

Agitacion: Inicialmente a 800 RPM, incrementando a 1.000 RPM a 8 DO
Aireacion: 15,0 slpm
Control de pH: 7,3
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Temperatura: 37°C
Presion de retorno: 0,7 barios
Carga de glucosa: controlada por ordenador utilizando un algoritmo que regulaba la tasa de cre-

cimiento a, aproximadamente, 95% del miximo en las fases tempranas de la
fermentacién, y que después pasaba a estabilizar la concentracién de oxigeno
disuelto (DO,) al 30% de saturacion del aire a partir de su caida hasta el 30%.

Carga de nitrégeno complejo: Tasa de alimentacion constante de 0,5 mL/minuto durante todo el proceso.
Duracién del proceso: 40 horas

El tiempo de adicién de arabinosa estaba comprendido entre las 24 y las 36 horas. Se ensayaron adiciones de
bolus entre 0,1 y 1% de arabinosa (concentracion final) para definir la fuerza de induccién necesaria para producir las
cantidades de mayor preferencia de lisozima-T4 para una mejor recuperacion de producto en la etapa de centrifugacion.

Recuperacion de particulas refrdctiles del caldo de cultivo: Se recolect6 el caldo al final de la fermentacion al ob-
servar una caida objetivo de DOs;s, y se procesé poco después, o bien se almacend por poco tiempo a 4°C previamente
a su utilizacién. El protocolo de ensayo implicaba cuatro etapas de procedimiento:

I. Adicién de EDTA 1M al caldo de cultivo para llevar la concentracién final de EDTA a 25 mM. El EDTA
que la los cationes divalentes y altera la estructura de la superficie externa de la célula. Esto hace que la capa de
peptidoglicano en el interior de las células no rotas sea accesible a la degradacion por lisozima-T4 y debilita la pared
celular, promoviendo la lisis de la célula.

II. Mantenimiento del lisado a temperatura ambiente o incubacidn a 37°C para la degradacion adicional de la pared
celular. Esta etapa simula los tiempos mas largos de procesamiento asociados con el proceso a escala mas grande.

III. Recuperacién de particulas refractiles y solidos del lisado mediante centrifugacion. Se utilizé la centrifugacion
a escala de laboratorio en un rotor GSA SORVALL™ a diferentes velocidades (3.000 rpm a 6.000 rpm; equivalente
a una RCF de, aproximadamente, 2.500 g a 6.000 g, a rmax, respectivamente), para recoger los sélidos en forma de
pellet.

Una etapa adicional de lavado de los pellets con tampén eliminaria el lisado arrastrado por los mismos, y minimi-
zarfa la cantidad de protefnas contaminantes de E.coli en las preparaciones de particulas refrictiles.

Se evalud la recuperacion de producto en muestras de sobrenadante y pellet procedentes de la centrifugacion del
caldo lisado resuspendido en tampdn. Se analizé la cantidad de producto presente en las muestras mediante un método
de HPLC en fase reversa. Se calculd la eficiencia de recuperacién de producto expresando la cantidad de producto,
recuperado en el pellet mediante la etapa del procedimiento, como un porcentaje del producto total presente en la
combinacién de pellet y sobrenadante. Para evaluar la calidad de las particulas refractiles recuperadas, se midi6 la
cantidad de proteina total presente en el pellet y en el sobrenadante mediante el método de Lowry (J.Biol.Chem.,
193:265 (1951)).

Se evalu6 la contribucién de la actividad endonucleasa como la eficiencia de recuperacion de sélidos durante la
sedimentacion del caldo lisado por centrifugacion. Ademds, se midi6 la cantidad de 4cidos nucleicos presentes en el
pellet y en el sobrenadante como las lecturas de DO,g.

Resultados
Fermentacion y expresion de producto IGF-1

La figura 8 muestra, en general, el sistema de dos plasmidos utilizado en el presente Ejemplo para la co-expresion
de enzimas liticos y endA con IGF-I utilizando pJJ155. La tasa inicial de crecimiento de 43E7/pLBIGF57/pJJ155
no mostré diferencias significativas con la del control 43E7/pLBIGF57. La densidades celulares maximas alcanzadas
en estos caldos fueron similares. Sin embargo, en comparacién con el control, se observé una pérdida significativa
de densidad 6ptica en los cultivos tras la induccion para la co-expresion de enzimas liticos, indicando lisis celular.
El examen del caldo de cultivo por microscopia de contraste de fases mostrd que, en comparacién con el control de
no co-expresion, habfa muy pocas células intactas de E.coli y eran evidentes las particulas refrictiles liberadas como
resultado de la co-expresion de enzimas liticos y proteina digestora de ADN. Ver las figuras 9A-9E.

Las tasas de respiracién en este conjunto de ensayos eran muy similares al control excepto por la pérdida continua
significativa de tasa de asimilacién de oxigeno (OUR) con pérdida concomitante en kla poco después de la adicién de
arabinosa.

El éxito de la técnica de lisis celular bioquimica segiin se describe en la presente invencidn es evidente a partir de
las diferencias observadas en la distribucién de 4cidos nucleicos y proteina total entre fraccion sélida (pellet) y liquida
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(sobrenadante), como resultado de la co-expresion de los enzimas liticos y la proteina digestora de ADN, en com-
paracion con el control, sin co-expresién (figuras 10A y 10B, respectivamente). Aumentaron ambos el porcentaje de
dcidos nucleicos totales, calculado a partir de las lecturas de A260, y el porcentaje de proteina total, segliin mediciones
por el ensayo de Lowry, en el sobrenadante de centrifugacion del caldo lisado bioquimicamente en comparacién con
el caldo de control.

Se resume la recuperacién de producto bajo las dos condiciones en la figura 11. En el caldo IGF-I lisado bio-
quimicamente, el producto IGF-I fue liberado junto con polimero ADN degradado al caldo lisado. La eficiencia de
recuperacion de las pequefias y densas particulas refractiles aument6 con la RCF utilizada durante la centrifugacién. A
medida que aumentaba la fuerza g utilizada, aumentaba el porcentaje del caldo lisado que se recuperaba como pellet
(expresado como % pellet) (figura 12), al igual que la cantidad de producto IGF-I en el pellet. A aproximadamente
6.000 x g, cerca del 95% del producto habia sido capturado en el pellet.

Conclusion

Segtn se da a conocer en el presente documento, una manipulacién simple de la expresién génica durante el pro-
ceso de fermentacidn resulta en una lisis celular bioquimica que podria sustituir la disrupcién mecédnica convencional
utilizada tradicionalmente para la recuperacién de producto a escala de produccién. La co-expresion o expresion coor-
dinada de lisozima-T4 y producto de gen t in vivo es una técnica altamente efectiva para la desintegracion de células,
mientras que la proteina endA sobre-expresada degrada el ADN que se escapa, reduce la viscosidad del caldo, y con-
diciona eficientemente el caldo lisado para la recuperacién de producto en la etapa inicial de captura del mismo. La
lisis celular bioquimica es aplicable a la recuperacion de producto soluble asi como de producto insoluble. Es esencial
la acumulacion de los enzimas co-expresados en compartimientos alejados de sus sustratos hasta el momento deseado
para la lisis celular, y esto constituye un disefio critico de la invencién. La invencién proporciona una reduccidn sig-
nificativa en el coste del proceso, tiempo de procesamiento, y por lo tanto, un coste de oportunidad respecto a otros
productos que puedan compartir las mismas facilidades de produccion.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la recuperacion de polipéptido heter6logo a partir de células bacterianas, que comprende:
(a) cultivar las células, que comprenden
un primer acido nucleico que codifica el polipéptido heterlogo y una secuencia de sefial para la secrecion
del polipéptido heterélogo, estando dicho primer acido nucleico unido a un primer promotor inducible, un

segundo 4cido nucleico que codifica la lisozima fagica,

y un tercer 4cido nucleico que codifica una proteina que muestra actividad digestora de ADN bajo el control
de una secuencia de sefial para la secrecion de la proteina digestora de ADN,

en el que dichos segundo y tercer dcidos nucleicos estan operativamente unidos a un segundo promotor que
es el mismo para ambos, y en el que ambos estdn unidos sobre el mismo constructo de 4cido nucleico,

y en el que el segundo promotor es o bien
@) inducible o

(i)  un promotor constitutivamente débil o un promotor con un nivel basal bajo que no requiere la adicién
de un inductor para funcionar como un promotor,

y en el que el primer promotor inducible y el segundo promotor son diferentes entre si y, cuando el segundo
promotor es un promotor inducible, responden a diferentes inductores;

(b)  afiadir un inductor especifico para la induccién de la expresion del 4cido nucleico que codifica el polipéptido
heterélogo a partir del primer promotor inducible,

(c) uUnicamente cuando el cultivo se realiza mediante (a)(i) anterior, afiadir un segundo inductor especifico para
el segundo promotor inducible tras la acumulacién de aproximadamente 50% o mds de la acumulacién
maxima del polipéptido heterélogo que se debe recuperar,

(d)  lisar las células, y

(e)  recuperar el polipéptido heterélogo acumulado del caldo lisado.

2. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, en el que el polipéptido heter6logo es un polipéptido de mamifero.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 2, en el que el polipéptido heterélogo es el anticuerpo anti-CD18 o un
fragmento del anticuerpo anti-CD18.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de recuperacion se realiza utilizando sedimentacién
o0 adsorcién de lecho expandido.

5. Procedimiento segtn la reivindicacién 1, en el que la proteina digestora de ADN es una ADNasa eucaridtica o
endA bacteriana.

6. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, en el que las células bacterianas son células Gram-negativas.
7. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la lisozima de fago es la lisozima de fago T4.

8. Procedimiento segtin la reivindicacion 1, en el que la etapa de recuperacién tiene lugar en presencia de un agente
que altera la pared celular exterior de las células bacterianas.

9. Procedimiento segtn la reivindicacién 8, en el que el agente es un agente quelante o zwiterion.

10. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que, previamente a la recuperacién, se incuba el lisado celular
durante un periodo de tiempo suficiente para liberar el polipéptido heterélogo contenido en las células.

11. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que uno o mds de los 4cidos nucleicos, incluyendo el promotor
del(de los) mismo(s), estd(n) integrado(s) en el genoma de las células bacterianas.

12. Procedimiento segtin la reivindicacion 1, en el que el cultivo tiene lugar en condiciones por las que el polipép-
tido heterdlogo y la proteina digestora de ADN son secretados en el periplasma de las bacterias.
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13. Bacteria que comprende

(a)  un polipéptido heter6logo secretado en el periplasma de la bacteria;

(b)  una proteina que muestra actividad digestora de ADN secretada en el periplasma de la bacteria, y
(c)  unalisozima de fago en el citoplasma de la bacteria.

14. Bacteria segun la reivindicacion 13, que es una bacteria Gram-negativa, preferentemente E. coli.

15. Cultivo a gran escala de bacterias, en el que las bacterias se encuentran a una densidad celular de entre 15 g de
peso seco/litro y 150 g de peso seco/litro, y en el que las bacterias son las bacterias segtin la reivindicacién 13 6 14.
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<110> GENENTECH, INC.
<120> PROCESO

<130> P1711RI1PCT
<160> 3

<210>1
<211> 6550
<212> ADN
<213> Humano

<400> 1

gaattcaact
rtcattgctga
gaactgtgtg
tcgcaatatg
gggcgetgta
gagcrgetge
addagtiaat
atagrcgett
tcgecgggga
catttctict
gctgatatce
cgatagggtc
tgaactggta
tatacctcca
ttctgggacg
tcgcaactta
cagggcacga
catcttcceg
tgtgectget
gtggataacg
ggacagcaag
aagcagacta
ggcctgaget
tgatcctcta

aaacqggtatc

ES 2318070 T3

LISTA DE SECUENCIAS

tctccatact
gttgttattt
cgcaggtaga
gcgcaaaatg
cgaggtaaag
gcgattacgt
cttttcaaca
tgtetttatt
tcctctagag
tgcatctatg
agatgaccca
accatcacct
tcaacagaaa
cectecacte
gattacactce
ttactgtcag
aggtggagat
ccatctgatg
gaataactte
ccoctecaate
gacagcaccet
cgagaaacac
cgccegtcac
cgccggacge

tagaggttga

ttggataagg
aagcttgece
agctirggag
accaacagcg
cccgatgeca
Aaagaagtta
gctgtcataa
ttttaatqgta
gttgaggtga
ttogtrtete
gtcecogage
gtcglgccag
ccagqgaaaag
tggagtcect
tgaccatcag
caaggtaats
caaacgaact
agcagttgaa
tatcccageg
gggtaactce
acagcetcag
dadgtctacg
daagagctte
atcgtggege

ggtgatttta

daatacagac
Azaaagaaga
attatcgtca
gttgattgat
gcattcctga
ttgaagcatc
agttgtcacg
tttgtaacta
ttttatgaaa
ctattgctac
tcecctgtecg
tcaggacatc
ctecgaaact
tctegeetet
cagtctgcaa
ctetgecgec
gtggetgcac
atctggaact
aggccaaagt
caggagagtg
cagcaccetyg
cctgcgaagt
4acaggggag
tagtacgcaa

tgaaaaagaa

atgaaaaatc
agagtegaat
ctgcaatgct
caggtagagg
cgacgatacg
ctcgtcagta
geccgagactt
gaattcgage
adgaatatcg
aaacgcgtac
cctetgtggy
aacaattatc
actgatttac
ctggttctgg
ccggaggact
gacqttcgga
catctgtctt
gcctctgetg
acagtggaag
tcacagagca
acgctgagea
cacccatcag
agtgttaage
gttcacgtaa

rtatcgcattt

500

350

(1]

700

750

000

850

900

950

1000

1050

1100

1150

1200

1250
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cttettgeat
ggttcagetg
tcegttegee
cactggatgc
taatcctaaa
tcactataag
agectgegeg
cctgaactac
ccetggtcac
ctggcaccct
cctggtcaag
gcgecctgac
ggactctact
cacccagace
tcgacaagaa
ccgtgeecag
caaggtcgaa
caagactcaa
gtccctaacg
tgacagcttd
ttgctaacge
tcatcctcgg
ccggtactge
cagtcactat
gcgeaceegt
ctgetegett
cacaccecgtc
ccggegecac
ggggaagatc
gggratggtg
tgcacgcace
ctgggetget

gcecttgaga

ES 2318070 T3

ctatgttcgt
gtggagtctg
ctgtgcaact
gtcaggcece
ascggtggta
cgtagataaa
ctgaggacac
ggctetgacy
cgtcteocteg
cctcecaagag
gactacteee
cagcggegty
ccctcagcag
tacatctgea
agttgagcee
caccagaact
gagctactct
aaagcttgtc
ctcggttgee
tcatcgataa
agtcaggecac
caccgtcace
cgggectett
ggcgtgetge
tctoggagea
cgcracttgg
ctgtggatce
aggtgcggee
gggctcgeca
gcaggccecg
artccttgeg
tcctaatgea

gcettcaace

teeeectatt
gcggtggect
tctggctaca
9ggraagggc
ccagccacaa
tccaccagta
tgccgtctat
tcegttattt
gectecacca
cacctctggg
ccgaaccggt
cacacettec
cgtggtgace
acgtgaatca
aaatctrgtg
gctgggcgge
ccaagaacta
9gggageger
gcegggeget
getttaatge
cgtgtatgaa
ctggatgctg
gcgggatate
tagecgetata
ctgtecgace
agccactate

tctacgecegg

gctacaaacg
ggtgcageca
cctttaccga
ctggaatggg
ccagaggttc
cagcctacat
tattgtgcta
tgacgtctgg
agggeccate
ggcacagegg
gacggtgtcg
cggctgteet
gtgcccteca
caagcccage
acaaaactca
cgcatgasac
ccacctagag
Jagcatgega
trttattget
ggtagttrac
atctaacaat
taggcatagg
qtccattecg
tgegttgatg
gcettggeeg
gactacgega

acgcatcgtg

cgtacgctga
gggggctcac
atacactatg
ttgcagggat
atggaccgtt
gcaadtgaac
9atggcgagg
ggtcaaggaa
ggteteeeee
ccetgggetg
tggaactcag
acagtcctca
gcagetrggy
aacaccaagg
cacatgeceg
agctagagga
aatgaagtgg
cggccctaga
aactcatgtt
cacagttasa
gegetcateg
ctrggttatg
acagcatcge
caatttctat
ccgeecagece
tcatggegac

gceggeatca

gectggegeet
cttegggete
tg9ccyg3gy
gcggcggrge
ggagtcgcat

cagtcagctce

atatcgecg
atgagcgett
actgttggge
tcaacggect
aagggagage

cttecgqgegy

cat gat
gttteggegt
gccatctect
Caacctacta
gtcgtccgat

gcgeggggca

1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1200
1750
1800
1850
1900
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250
2300
2150
2400
2450
2500
2550
2600
2650
2700
2750
2800
2050

2900
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tgactatcgt
ggacaggtgc
ctggagegeg
acgccctege
gagaagcagg
cttgetggeg
tecregetee
aggcaggtag
tcrtaccage
atgcegeete
gccctatace
ggccaccteg
cactceaaga
Aadaccaacce
cgecacgegge
gatcgtgete
ctggttagea
tgctgcaaaa
ccgrgreteq
tgttccggat
acatctgtat
gtecegecge
accgggeaty
ttcateggta
catcaagtga
cagaagccag
atgaacagge
taccgeaget
catgcagete
gcagacaage
gcagccatga
targcggeat

aataccgeac
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cgccgeactt
cggcageget
acgatgatcg
tcaagcette
ccattatcge

ttcgogacyge

atgactgtct
ctgggtcate
gcctgteget
gtcactggte
cggcatggeg
gaggctggac

cggcggeatc
atgacgacca
ctaacttcga
ggcgagcaca
tegtetgect
acctgaatgg
attggagecca
ttggcagaac
gcatcteggg
ctgtegttga
gaatgaatcs
cgtetgcgac
taaagtctqgg
ctgcatcgea
taacgaageg
atccataccg
ttcatcatca
tcattaccee
ccaaacagga
acattaacge
agacatctgt
gcctegegeg
ccggagacygg
ccgteaggge
cccagtcacg
cagagcagat

agatgcgtaa

gggatgcceg
tcagggacag

tcactggacc

tggaacggge

tcettatcat
teeggegagg
tgoggtatte
ccgecaccaa
gecgacgege
ggeeeteeee
cgttgcagge
cttcaaggat
gctgategte

tggcatggat

gegetg
aagccggegg
atcaatecet
atatccatcg
cagcgetggy
ggaccegget
ccgatacgcg
ctgagcaaca
aaacgeggaa
ggatgctget
ctggcattga
ccagttgttt
gtaacccgta
catgaacaga
saaaaccgee
ttctggagaa
gaatcgctte
tttcggtgat
tcacagettyg
gcgrcagegg
tagcgatage
tgtactgaga

qgagaasara

cgtcgoggty
cacctcgeta
gcggagaact
egrcegecat
tcetggecae
aggctggegy
agcgaacgtg
acatgaatgg
gtcagegece
ggctaccctg
ccctgagtga
accctcacaa
togtgageat
aattcccect
cttaacatgg
actcaacgag
acgaccacge
qacggtgaas
tctgtaagey
gtgteggegy
ggagtgtata
gtgcaccata

ccgcatcagyg

gcaactcogta
accgettteg
ggaatcttge
acgtttcgge
tgggctacgt
attatgattc
catgctgtce
cgetcgeggc
acggegatte
tgtaggegee
catggagceg
acggattcac
gtgaatgege
ctecageage
gggtgcgcat
ggttgectta
aagcgactgc
tctteggeet
tgcaccatta
tggaacacct
treeeceetg
cgttccagta
cctctctegt
tacacggagg
ccecgetttat
ctggacgegg
tgqatgagett
acctctgaca
gatgccggga
gtgrcgggge
ctggcttaac
tgcggtgtga

cgctetteey

2950
3000
3050
3100
3150
3200
32%0
3300
3350
3400
3450
3500
3550
3600
3650
3700
3750
jsoo
3850
3900
3950
4000
4050
4100
4150
4200
4250
4300
4350
4400
4450
4500

4550
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<210>2
<211> 537
<212> PRT
<213> Humano

ES 2318070 T3

cttecteget cactgactcy
gtatcagotce actcaaagge
taacgcagga aagaacatgt
gtaaaaagge cgegtrgetg
gagcatcaca aaaatcgacg
actataaaga taccaggegt
ctgrtccgac cctgecgett
ggaagegtygg cgetttotca
gtaggtceget cgctecaage
cegacegerg cgectratee
agacacgact tatcgecact
agcgaggtat gtaggcggtg
acggctacac tagaaggaca
gttacctteg gasaaagagt
cgetggtage ggtggrette
aaaaaggatc tcaagaagat
cagtggaacg aaaactcacg
aaggatctic acctagatcc
tctaaagtat atatgagtaa
agtgaggcac ctatctcagc
ctgactcecec gtcgtgtaga
gceecagtge tgcaatgata
ttatcagcaa taaaccagec
tgcaacttta tccgocteca
gagtaagqtag ttcgecagtt
gcaggceatcg tggtgtcacg
cggttcccaa cgatcaaggce
aagcggttag ctectteggt
gecagtgttat cactcatggt
catgccatece gtaagatget
cattctgaga atagtgtatg
acacgggata ataccegegee

tggasaacgt tcttegggge

gatceagttc gatgtaacee
cttactttca ccagegtttce
Cgcaaaaang ggaataagqg
tcectttttca atattactga
ggatacatat rtgaacgtat
CACALETICCC CGaaaagrge

tgacattaac ctataaaaat

ctgegetegyg
ggtaatacgg
gagcaaaagg
gegtrretec
ctcaagtcag
ttceeoctgg
accggatace
tagctcacge
tgggctgtgt
ggtaactate
ggcagcagee
ctacagagtt
gtattrggta
tggtagctet
trgtttgeaa
cctttgatet
ttaagggatt
ttttaaatta
acttggtctg
gatctgtcta
taactacgat
ccgegagace
agceggaagg
tccagtetat
aatagtttge
ctegtegtee
gagttacatg
cctecgateg
tatggcagca
tttctgtgac
cggcgacega
acatagcaga

gaaaactcte

actcgtgeac
tgggtgagca
cgacacggaa
agcatttatc
ttagaaaaat
cacctgacgt

aggcgtatcsa

tegttegget
ttatccacag
ccagcaaaag
ataggctecy
aggtggcgaa
aagcteccte
tgtcegeott
tgtaggtatc
gcacgaacce
gtcttgagte
actggtaaca
cttgaagtgg
tetgegetet
tgatccggea
gcagcagate
teectaecggg
ttggtcatga
aaaatgaagt
acagttacca
tetegttcat
acgggagggc
cacgctcace
gccgagcgea
taattgttge
gcaacgttgt
ggtatggeet
atececcatg
ttgtcagaag
ctgcataatt
tggtgageac
gttgeteety
actttaaaag

aaggatctta

ccasctgatc
aaaacaggaa
atgtegasta
agggttattg
aaacaaatag
ctaagaaacc

cgaggccctt

geggegageyg
aatcagggga
geccaggaace
cccecetgac
acccgacagyg
gtgegetete
tetecctteg
tecagttcggt
ceegrteage
caacceggta
ggattageag
tggcctaact
gctgaageca
aacaaaccac
acgcegeagaa
gtcorgacget
gattatcaaa
tttaaatcaa
atgcttaate
ccatagetge
ttaccatctg
ggctccagat
gaagktggtec
cgggaagcta
tgccattgee
cattcagete
ttgtgcaaaa
taagttggece
ctcttactgt
tcaaccaagt
ccecggegeca
tgctcatcat

ccgotgttga

trcagcatct
ggcaaaatge
ctcatactct
tctcatgage
gggrtecgey
attattacca

tcgtettcaa

4600
4650
4700
4750
4800
4850
4900
4950
5000
5050
5100
5150
5200
5250
5300
5350
5400
5450
5500
5550
5600
5650
$700
5750
5800
5850
5900
5950
6000
6050
6100
6150

6200

6250
6300
6350
6400
6450
6500

6550
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<400> 2

Ser

Pro

Cys

Gln

Thr

Gly

Phe

Phe

fro

GQly

Glu

Lys

Lys

Ile

Ser

Arg

Lys

Leu

Thr

Ala

Gly

Ser

Thr

Ala

Ser

Ser

Hia

Lys Asn

Ala Thr

Ser Leu

Ala Ser

Pro Gly

His Ser

Asp TyT

Thr Tyr

Gln Gly

Val phe

Ala Ser

Lys Val

Glin Glu

Leu Ser

Lys val

ES 2318070 T3

Ile
Asn
20

Ser
3s

Gln
50

Lys
65

Gly
30

Thr
95

Tyr
110

Thr
128

Ile
140

val
155

Gln
170

Ser
185

Ser
200

Tyr
215

Ala

Ala

Ala

Rsp

Ala

Val

Leu

cys

Lys

Phe

Val

Trp

val

Thr

Ala

Phe Leu

Tyr Ala

Ser Val

Ile Asn

Pro Lys

Pro Ser

Thr Ile

Gln Gla

val Glu

Pro Pro

Cys Leu

Lys val

Thr Glu

Leu .Thr

Cys Glu

Leu

hsp

Gly

Asn

Leu

Arg

Ser

Gly

lle

Ser

Leu

Asp

Gln

Leu’

Val

Ala Ser
10

Ile Gln
25

ASp Arg
40

Tyr Leu
$5

Leu Ile
70

Phe Ser
as

Ser Leu
100

Asn Thr
115

Lys Arg
130

Asp Glu
145

Asn Asn
160

Aso Ala
175

Asp Ser
190

Sexr Lys
205

Thr Hie
220

Met

Met

Val

Asn

Tyr

Gly

Gln

Leu

Thr

Gln

Phe

Leu

Lys

Ala

Gla

Phe Val

Thr Gln

Thr 1le

Trp Tyr

Tyr Thr

Ser Gly

Pro Glu

Pro Pro

Val Ala

Lesu Lys

Tyr Pro

Gln Ser

Asp Ser

Asp Tyr

Gly Leu

Phe
15

Ser
30

Thr
45

Gln
60

Ser
75

Ser
90

Asp
108

Thr
120

Ala
135

Ser
150

Arg
168

Gly
180

Thr
195

Glu
210

Ser
22%
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<210>3

211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<400> 3

Ser

Leu

Gly

Pro

aly

Ser

Gly

Gln

Thr

val

Thr

Ser

Ile

Lys

Glu

Pro Val

Ile Ala

Asn Ala

val Gla

Tyr Thr

Gly Lys

Cly Thr

Yal Asp

Axgq Ala

Leu Asn

Gly Thr

val Phe

Ala Ala

Thr val

Phe Pro

val val

Cys Asn

vVal Glu

Pro Ala

Lys Val

vVal Ala

1

Phe

TYr

Pro

Phe

Gly

Ser

Lys

Glu

Tyr

teu

Leu

Serx

Ala

Thr

val

Pro

Pro

Glu

Arg

ES 2318070 T3

Lys
30

Leu
245

Ala
260

Gly
275

Thr
290

Leu
308

Hae
320

Ser
338

Asp
3s0

aly
k4]

val
k] 1

Leu
398

Gly
410

Icp
423

val
440

Val
45%

Asn
470

Lys
495

Glu
500

Glu
515

Leu
$30

Ser Phe

Leu Ala

Glu Val

Gly Ser

Glu Tyr

Glu Trp

Asn Gin

Thr Ser

Thr Ala

Phe Asp

Thr Val

Ala Pro

Cys Leu

Asn Ser

Leu Gln

Pro Ser

His Lys

Ser Cys

Lau Leu

Leu Lesu

Lys Llys

Ser

Gln

Leu

Thr

val

Thr

val

Val

Ser

Ser

val

Gy

Ser

Ser

Pro

Asp

Gly

Ser

Leu

Met

Leu

Met

Ala

Phe

Ala

Ser

Ser

Lys

Ala

Sex

Ser

Ser

Lys

Gly

Lys

val

Gly
335

Phe
250

val
265

Leu
280

Hae
295

GCly
310

Met
335

Tyr
340

Tyr
385

Tyr
370

Ala
Jes

Lys
400

Asp
4as

Leu
410

Gly
445

Leu
460

Asn
47s

Thr
490

Arg
505

Asn
520

Gly
53%

Glu Cys

Val Phe

Glu Ser

Ser Cys

Trp Met

[le Asn

Asp Arg

Net Gln

Cys Ala

Pbe Asp

Ser Thr

Ser Thr

Tyr Phe

Thr Ser

Leu Tyr

Gly Thr

Thr Lys

His Thr

Met Lys

Glu Arg
537

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Leu Leu Gly Gly
S

10 11

Met

Ser

Gly

Als

Arg

Pro

Phe

Met

Arg

Val

Lys

Serx

Pro

Cly

Ser

Gla

val

Cys

Cln

Lys

lle

Gly

Thr

Gln

Lys

Asn

Trp

T

Gly

Gly

Glu

val

Leu

Lys
240

Ala
358

GCly
270

Ser
28

Ala
300

Asn
1S

Ile
130

Ser
348

Ary
360

Cly
378

Pro
3%

Gly
408

Pro
420

His
435

Ser
450

Thr Tyrx

Asp

Pro

Leu

Glu

465

Lys
490

Pro
495

Glu
510

Aso
525
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