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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

Dtla"cumenm que acredita la existencla y representacién legal cuando el solictante sea persona
juridica.

Poderes, s| fuere el caso.

Documento de ceslén del Inventor al solicitante o a su causante.,

Declaraciones.

Copla de la solicitud Internadonal. (Resumen, descripcién, relvindicaclones, dibujos).

Traducclén de la solidtud Internacional al castellano. {Resumen, descripcién, relvindicaciones,
dibujos).

Copla del examen preliminar Internacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduecién del examen preliminar Internacional efectuado por la IPEA. 1
De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licenda o autorizacién de uso de conodmientos
tradiclonales de las comunidades Indigenas.

De ser el casc, certificado de depdsito del material blalégico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, Informaclén sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero |,
por el mismo titular o su causante, relaclonadas parclal ¢ totalmente con la Invendén de esta |,
solicitud. )
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Intermnacional.

Otros. Bisqueda Internaclonal

O 00 0 0ododd «edordES

FIGURA CARACTERISTICA:

- D

N\ /

@ Solicito la concesién de la patente,

NOMBRE:_CARLOS R, OLARTE FIRMA:
C.C.79.782.747 Bt4 T.P. 74,295

Instrucciones para el dlligenclamiento del presente farmulario, ver reverso de esta pégina.



LISTA DE INVENTORES PCT/US2004/006507

ALAN R. GARDNER

709 Swedeland Road

King of Prusia, PA, Estados Unidos
Nacionalidad: Estadounidense

THOMAS D. SWEITZER

709 Swedeland Road

King of Prusia, PA, Estados Unidos
Nacionalidad: Estadounidense

ALEXANDER H. TAYLOR

709 Swedeland Road

King of Prusia, PA, Estados Unidos
Nacionalidad: Estadounidense

PRAMATHESH S. PATEL

709 Swedeland Road

King of Prusia, PA, Estados Unidos
Nacionalidad: Estadounidense
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Traduecidn oficial del Inglés por Marlén Neira Castro, resolucién 2117 del
Ministerio de Justicia de Colombia

APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACION DE
SMITHKLINE SEECHAM CORPORATION

PODER DE REPRESENTACION
Bilingle inglés- espaiiol otorgado en Brentford, Middlesex, Inglaterra el 13 de

agosto de 2003 y firmado por Peter John Giddings, Apoderado y Funcionario

autorizado.

Certificado de Notario De Pinna en aspafiol cartificandp que Peter John Giddings

es apoderado de Smithkline Bascham Corporation, firmado por James Kerr Milligan.
. APOSTILLA
(Convencién de 1a Haya del 5 de octubre de 1861)

1. Pafa: Refno Unido de Gran Bretafia e Irianda del Norte

- Este documento Piblico

ha sido firmado por James Kerr Milligan
a. Quien ejerca funcioneas de Notario pdblico
4, Llava el sello del Notario piblico

CERTIFICADO
8. En Londres

6. E1 14 agosto 2003

7. Por el Secretaric de Estado Principal de su Majestad para Asuntos
exteriores y de la Mancomunidad
8. No. G229470

8. Gran Sello de 1a Oficina de Asuntos exteriores y de 1a Mancomunidad
10. Firma legible de J. Garbrah- Por el Secrstario de Estado

§i el documento se usa en un pais que no pertenece a ta Convencién de 1a Haya dal

5 de octubre de 1961 debe pasar por la saccién consular de la Misién que

representa el pafs.

0.2117 del 7 Oct 1987




DE PINNA
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Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Phblico de la Ciudad de
Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y juramentado,

CERTIFICO:

QUE es auténtica 1a firma “P. Giddings” suscrita al pie del adjunto Poder, por ser
del pufio y letra del Sefior Don PETER JOHN GIDDINGS, cuya identidad me
consta, Apoderado de la corporacién denominada “SMITHKLINE BEECHAM
CORPORATION?”, corporacién legalmente consatituida y existente de acuerdo con
las leyes del Estado de Pensilvania, Estados Unidos de América, con domicilio
social en 1, Franklin Plaza, Philadelphia, Pensilvania 19101, Estados Unidoe de
América; '

QUE el citado Sefior Don PETER JOHN GIDDINGS estid debida y
suficientements autorizado para firmar documentos de esta clase, en virtud del
Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 11 de julio de 2002,
copia del cual he tenido a la vista.

Y QUE los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se encuentran dentro de

los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura
Constitutiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

Y PARA QUE CONSTE donde y como convenga y fuere necesario expido el
japresente Certificado que firmo y sello en dicha Ciudad de Londres, el dia de hoy

DE FINNA '
38 Flernlilly Londos Wi OLS
Talaplwmect4d (350 Ti08 SN0 Farpimils +44 G350 TROS G DR bo, ANS) Ficuily §



APOSTILLE
(Hague Convention of 3 October 1961 / Conventicn do La Hays du 3 octobrs 1961)
UNTTED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
I. Counbry: United Kingdom of Cireat Brituin and Northern Irgland
Puys. Roysmne-Uni de Grande-Bretagne ef d”iriande du Nord
This public document / Le présent scta public

2. Has been signed by Jumes Kerr Milligun
a &1é signé per

1. Adivg nthocapacityof Notary Publie
sgizsant cu qualitd de

4. Besstwscal/stampaf  The Said Notary Public
et revidtn du scespitimbee de

5. of London/i Londres

7. by Her Muicsly™s Principal Secretary of State for Forelgn and Commonwesith Affalrs /
par le Secrétaire d'Eist Principal de Sa Majesté sux AfTalrey Etranghres st du Commonovealth.

8. Numbersous No G229470

10. Signsivre  J. Garbrah

For i Sxratary of Sinte / Posr fn Secrdiuirs d'Eii

If this document {s to be used in u country which is not perty to the Hagie Convention of 5 Ocober 1961,
it should be presented tn the consular section of the mission representing that couniry,

)
=

R



/! OLARTERAISBECK -

/ OLARTE RAIBBECK & FRIER!, LTDA.

¥ " LEGAL & PROFESSIONAL SERVICEY
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BoGaTA, CoLOMEIA
TEErHONE: +57-1 838-8200
Fax: +57-1 838-8201
www.olarteralsback.com
Power of Attorney Poder
The undersigned, Bl muscrito,
SmithKline Beecham Corporation p

domiciled in

domicilindo en

One Franklin Plaza, P O Box 7929, Philadelphia, PA 19101, United States of America

by tneans of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte, J. Ian Raisheck and Ana
Maria Frieri full and sufficient Power of
Attomey to file, prosecute, obtain, defend and
enforce any and all of the company’s Patents,
Utllity Models and Indusirial Designs.in the
Republic of Colombin, to which end it empowen
them to take all stepa neceasary before any
administrative or judicial authority of any class for
the objects stated, to file petitions, appeals, replica
and oppoaitions, pay taxes and annyities, request
testimonies, receive documents and gecurities,
abandon applications and collect refunds. Sufficient
power is hereby granted to receive notifications on
behalf of the Company, to confer powers on those
who are to represent the company judicially and
extrajudicially, to anawer in court in the matter of all
claima and demands that mey be presented in
connection with the objects stated, giving them
likewise power to substituie these presents and
revoke such substitutions.

Signature/Firma:

por medio del presents otorga a Carlos R.
Olarte, J. Ian Ralsbeck y Ana Maria
Frierl poder especial, enplio y suficiente para
presentar, tramitar, obtener, defender y hacer
respetar todas y cualquiers de Patentes, Modelos
de Udlidad y Diseiios Industriales de la
compafila en la Repdblica de Colombia, a cuyo
efecto los faculta para dar todos loa pasos
necesarios ante cunlquier antoridad administrativa
o judicial de cualquier jerarquia para cumplir con
lo encomendado, elevar solicitudes, apelaciones,
respuestas y oposiciones, pagar impuestos y
anualidades, solicitar testimonios, recibir
documentos y valares, degistir y percibir. Se
concede poder bastante para recibir notificaciones
a nombre de la compafiia, otorgar poderes a
quicnes vayan a representar a Ia compallia judicial
y extrajudiciaimente, responder en juicio a todas
1a reclamaciones o demandas que por motivoe do
lo encomendado se presentaren, ddndoles
asimismo fucultad pam sustituir el presonte y

Peter Johr GIIPDINGS hs Attomney and Authorised Official

Date/Fecha: 13 August 2003

City,Country/Ciudad,Pals: Brentford, Middiesex, England

X



PCT )

REQUEST

The uindersigned requests that the present
international spplication be processed Name of receiving Offics and "PCT imemational Application®
according to the Patent Cooperation Treaty

Anl-':-l‘h o agenls flle reference
PUsIL16

BoxNo.I TITLE OF INVENTION

METHODS FOR PREVENTING GLYCONOYLATION OF PROTEINS
Box No. Il APPLICANT

R e A oy e oty o s o 3 i o e i, T
L]
appiicunt’s Siats (W b, conniry) of residence if ne Sicte of residence it indicated below,) TelephonoNo.  610-270-7568
Sﬂmﬂlmw&mnﬂnn Ne. 61
One Franklin Plaxa, P.O. Box 7929
Philadeiphia, Pennsylvania 19101
United States of Ameriea
M(u.m)dlli_l-im Sﬂﬁ.gm)dm
United States of America — United States of America
E s e . [ e [ e |
Box No. IIl  FURTHER APPLICANTS AND/OR (FURTHER) INVENTORS .
Narmne syl Address: {Family same foliowed by given name; for o lrgel entity, full fyicial designation. The This persan L
fukiroxr smur fnciude poriel codlr and nawer of coutty. The connvy of the addresy Jagicased in chis Bax ir thy
applicans’y S (the ls, cuuntry) of residence f mo Siate of reshlence s ladicaed betow.) Dwﬁﬂd!
I applicant and inventor
GARDNER, Alan R.
| 709 Swedeland Road 2] tavextox oaly tif this chect-bax is marked, do
King of Prussia, Pennsylvanis 19406 not fill in betow)
United States of Americs
Stxte (La. comnivy) of natiouality: State (Le. country) of maldenes:
| Unll«lShhofAurl_ﬂ _ _ Unlted States of Americs
T T[] e B e [ e
Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet
Na. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CO
behall
:hupnumubdwhwh-hnqdmdmuu: llﬂ me‘g
Name mud Address; { Family aamy foflowed by given name; for a legal entity, full afficied dexignation. The adiress Telephone No.
mrunt incindly pussal code and name of coumry)
LOCKENOUR, Andrea V. 610-270-7568
GLAXOSMITHKLINE Facsimile No.
Comorate Intellectual Property, UW2220
709 Swedeland Road, P.O. Box 1539 610-270-5090
King of Prussia, Pennsylvania 19406-0939% o
United Stales of America Ageat's Registration Na. with the
D Addres ler correspaaience: MMMMMwumwnmmm-ﬂhpﬂMbu
inmeod ro indicem & special address i wirich comspondence should be sent

Form PCT/RO/IOQI (first sheet) (January 2004) See Notes to the requost form




: Sheet No. 2
Continuation of Box No. IIl FURTHER APPLICANTS AND/OR (FURTHER) INVENTORS
If none of the following sub-boxes is ased, thiy gheat is not to be incinded in the reynext -

Name and Address Fusrily amme foflownd by given name: for « legel entity, full official designation. The adéress | This parson s:
st inciude pusadl code and mame of conmtry. The country of the address indicates i this Bua & the pplicens’s

Suate {che Is, comnery) of residence if ne State of revidance Is indiewsed beicw.) Dwtﬂr
[

SWEITZER, Thomas D. [l potiom st v

709 Swedeiand Road [ tnvemtor cuty ¢y shis check-bar is marid,
Kipng of Prossia, Pennsylvania 19406 do not fill in below)

United States of America .

Stamn {Le. ﬂm)uflllllull-lu'. State (Le. country) of resldence

United States of America _ _ United States of America

This porma B appicmst peey 6 Suigeind P p~——] =TT T ) T Ry —y T Ty
for fos purpmass of D S Uit Sinten of Amuricn (0] af Ansarien aaly S Sapplamentel bax

Nanw and Address/ Family aams followrd by given nome: for & legal entiry, /ol afficial designasion. The address | ThiB person is:
musy include pocsal code and name of comtry. The comry of the askivest bndicated in thls Bux Is the spplicant’s

Se (the Is, country) of revidence if 5o Sists of revidencs ks indicuted bokow.) Dlnll:uuﬂy
™ .
TAYLOR, Alexander H. : 5] st v
709 Swedeland Road [l taveseoe anty rirshis chack b is marked,
King of Prussia, Pennsylvania 19406 do not fill in below)
United States of America .
| Staio (La. commary) of natlonality: Saase (Le. cowniry) of resldences
United States of America United States of America
T pwmahapicst  —y  ddsge F ] "] e Unived Sanm T T T
e g of D Bl e Undend St of Amriv (3] o Amrien ity e ——T

Name snd Address( Faully same foliowsd by gives same; for a legal extlry. fall officis! designasion. The addryss | This persan fis:
mat inctuds pazial cods aud aeme of country. The country of the address indicased in this Bax Iy the appliconts

Sate {sle {s. comrry) of residence |f ne Stuts of residency it indicased briew) D-Htmuly
PATEL, Pramathesh S. _ (3] ppesssnd v
709 Swedeland Road [ srvemor onty (4t this check-ax t5 marked, do
King of Prusyla, Pennyylvania 19406 not fill in below)
United States of America
Stass (Le. country) of nafionaBity: Siode (L.¢. country) of residence:
United States of America _ United States of America
— —_— [ ~taeti—- ] wrimey [] v
Name end Adkress( Faraily e folkowed by given maae; for & leged entity, full aficial desigration. The sskirass | This persca ba:
muisr lnrinde posal codit and samg of comary. The coustyy of the adkirasy indicated in thix Box ks the applican’y
Same (e Is, comuiry) of residence {f ne Siate of residence i inlicased belew.) Dlml:llllﬂlly
] sewticant and taventor
[ txrvensor enty (i this check-box £ marked.
do noi fil in beiaw)

St (Lé. couniry) of nntiaality: Seatt {Le. cvwiry) of raldence:

e r— Ol — [] = et i ey Felrmi e

Namo and Ascrasy Famiiy sae folknovd by gire aam; for & legel enticy, fall offcial designesion. The address | This person Is:
mrust incimdy pugtel code ond same sf country, The couatry of the sbdreys indicared in this Bax iy che applicants

State (3hi bs, country) of residence f ne Siaie of resisence Is indicuted beiow.) Dwﬁmﬂ!
3 eppticant and invente
[linveutor anly i this check-bax ts manked,
do not fill in below)

"Staie (Le. couniry) of natlonality: Stats (Le. couniry) of residence:

o o o b R S w

Fuorther appiicants and/or (farther) Inventors sry indicated on 8 continuetion shest
Form PCT/ROV101 (continuation sheet) (January 2004) Sec Notes to the request form
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Sbeet No. 3 ﬁ
lemental Box  [fihe Bax iy not wsed, thir sheat need not be incinded in the reguest _ '
L. lf. in any of the Baxes, the space is inyufficient io furnisk al! the informarion: in suck case, write “Continuation of Bax No...."[indicote
the number of the Box] and furnish the information in the same manner ax required acconding to the captions of the Box in which the
Jpace was innifficlens; in particular

(i) if more than two persons are involved ar applicants and/or Inventors and no "continuation sheet” is availabla: in such case, write
“Continuation of Bax lII” and indicate for each additional person the same type qf information as required in Box No. Ill. The
country of the address indicated in this Box is the appiicant’s State (that s, country) of residencs jf ro Siate of resldence iy indicated

(i) ¥, in Box No. Il or in any of the sub-baxes of Box No. Ill, the indicasion “the Stuier indicated in the Supplemental Box” is checked:
in nuch case, write “Continuation of Box No. II” or "Conrinuation of Bax No. IlI* or "Continuation of Bax Nos. I and No. III" (as the
case may be), indicare the name of the applicans(s) involved and. nexsi to (each) such name, the Stase(s) (and/or. where applicable,
ARIPO, Eurasion, European or OAPI patem) for the purposas of which the noned person is inventor;

(i}, in Box No. Il or in any of the sub-baxes of Bax Na. Ili, the inventor or tha invantor/applicant is not invenior for the purposes of «ll
designated States or for the purposes of the United States of Amarica: : in such case, write “Continuation of Box No. II” or
*Continuation qf Bax No. IlI” or "Continsation of Baxes Nos. If and III® (ax the case may be), indicate the name of the inventor(s)
and, next 1o (each) such name the State(s) (and/or, where applicable ARIPO, Eurasian, European or OAPI patens) for the purposes of
which the named perzon is inventor;

(iv)if. in addition to the agent(s) indicated in Bax No. IV, there are further agents : in such case, write 'Cﬂﬁmhcy'BuNo. V" and
indicate for sach further agent the sams type of information as required in Bax No. IV;

(v) if. in Bax VI, there are mors thaa three eariler applications whose priority Is claimed: in ruch case, write "Continuation of Box No.
VI® and indicate for each additional earlier application the same type of information as required in Bax No. VI.

ZIf the applicant intends to make an indication of the wish that the international application be treated, in certain designated states, as an
application for a patent of addition. cersificate of addition, inventors certificate of addition or utility cerificate of odition: in such
case, write the name ot two-latter code of each designated Siate concerned and the indication ™ patent of addition™ “certificate of
aditiion™ "inventors certificote of addition" or™ atility certificats of adition™ the numberqf the parent applilcation or parens patent
or other paren: grant and the date of grant of the parent patent or other patent grans or the date of filing of the parers application
{Rulex 4.11{a)iii} and 49bis. ] (a) of (b)).

zvmmmumhqunmmmwmmm in the United Siates of America as
o continuation or continuation-in-part of an earlier application: in such case, write "Uniled States of America® or "US” and the
indication "continnstion” or "continustion-in-pert” and the number and the filed date of the parent application {Rules 4.11{a)iv)
and 49bis.1 (d)).

Continuation of Box No, IV;

Dinner, Dara L. Dustman, Wayne J.
Fedon, Jason C Furman, Theodore R., Jr.
Gimmi, Edward R. Hall, Linda E.

Hecht, Elizabeth 1. Henderson, Loretta J.
Hsu, Grace C. Kanagy, James M
Kinzig, Chatles M. Kollerman, James
Marjarian, William R. McCarthy, Mary E.
Sicburth, Kathryn Simon, Soma G.
Stein-Fornandez, Nora Sutton, Jeffrey A.
Venetianer, Stephen Winslow, Andrea

All of SmithKline Beecham Corporation, address as indicated in Box No. IV.
Form PCT/RQY101 (supplemental sheet) {January 2004) Sce Notey to the request form




Sheet No. 4

Box No. Y __DESIGNATION OF STATES

[“The filing of this request constifutes nnder Risls 4.5(a), the desigantion of all Contractiog $ates bound by the PCT on the intemational fifing date. for tograat
of every kind of prosection awnilsble and, where applicable, for the grant of both regionsal and national pakents.

However,

] DE Germny s net designated for sy kind of netional protection

] XR Republic of Korea s net designated for my kind of national protection

[J RU Russian Pederstion s nat desigosted for sny kind of national protection

(The check bozes above may be ured 1o exciude (irrevooably) the designations concerned in oreder to avolc the ceazing of the glfect, ander the national law. of

an earlier application from which priority is clzimed. Ses the notes to Bax no. V ar to the conssqaences of mech national law provisiona in these and certain
other siases.)

Box No. VI PRIORITY CLAIM _ .
‘Wheare carfier spplication is
Filing Dlle of earlier Number of earlier . netional application: | regional application;* internationnl
application application country or member of regional Office application:
(ddary/monilyear) WTO receiving Office
item (1) 04 March 2003 60/451,686 iem(l) United
(04.03.03) States of America

fem (2)
ftem (3)

O Further priority claims are indicated in the Supplemental Box.

l The recelving Office s hereby requestedd to prepare and tranymilt to the Isernational Baresn a certified copy of the carfler application(s) (ouly {f the
wariler appiicerion was filed with the Gffice which for the purpores of the present intsrnational applicesion Iy the receiving Office) Wemified ahove os:
O alt iems B 15em (1) O em(2) O e ] iem4 0 isem (5) 0 other, sec Supplemental Box

*Whery the sarliar application Iy an ARIPO application, It is mandatory to indicate in the Sxppiemenial Bax at least ane country party to the Faris Convention
Jfor the Proteczion of Industrial Property for which that eariler applicarion war flied (Rule 4. 10{b)(H).

Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Chaice of International Sesrching Antharity (I8A) (if twe or more Internarians]l Searching Antharities are competent 1o carry out the ntemational search,
indicts the Authority chosen; the two-letier code may be used):

ISA/US

Request to wes resulis of eariier search; reference to that search (If m exdley search has been canied out by or requested from the Intemazions! Soarching

Duie (day/monthvyenr) Number  Comntry (or reglonal Office)

Box No. VIII DECLARATIONS

The following declarations are contasined in Boxes Nos. VIII(I) to (v) (mark appllclble check-boxes Number of declarations
below and indicate in the right colmn the number of each type of declaration):

O Box No. VIII(H) Declamtion as to the identity of the inventor
I Box No. VIIKii) Declaration as to the applicant's entitlement, as at the international filing

date, to apply for and be granted a patent : 4
B BoxNo. VII(i) Declaration as to the applicant’s entitlement, as at the international filing
date, to claim the priority of the earlier application : 4

@ BoxNo. VII(iv) Declaration of inventorship (only for the purposes of the designation
the United States of America) 1 4

O Box No. VIIi(v) Declamtion as to non-prejudicial disclosures or excoptions to lack
novelty

Form PCT/RCO/101 (second sheet) January 2004) Ses notes 1o reqeust form




Stwot No. 5

Box No. VIII(ll) DECLARATION: ENTITLEMENT TO APPLY FOR AND BE GRANTED A PATENT

The declaration must conform to the standardized wording provided for in Section 212; see Notes to Baxes Nos. VIII, VIIKT)

to {v) (in general and lhe specific Notes to Box No. VIII(ii). If this Box is not used, this sheet should not be included in the
request. _

Declaralion as 1o the applicant’s entitiement, as ot the internations) filing date, to apply for and be granted a palent (Rules

4.17(ii) and 31bis.1(a)ii)), in a case where the declaration under Rule 4.17(iv) is not appropriate:

SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION is entitled to apply for and be granted a patent by virtue
of the following: )

_ i Gy

an assignment from

GARDNER, Alan R. of 709 Swedeland Road, King of Prussia, Pennsylvania 19406, United
States of America dated 02 March 2004;

SWEITZER, Thomas D. of 709 Swedeland Road, King of Prussia, Pennsylvania 19406, United
States of America dated 01 March 2004;

TAYLOR, Alexander H. of 709 Swedeland Road, King of Prussia, Pennsylvania 19406, United
States of America dated 02 March 2004; and

PATEL, Pramathesh S. of 709 Swedeland Road, King of Prussia, Pennsylvania 19406, United
States of America dated 01 March 2004,

This declaration is made for the purposes of all designations except the designation of the United States
of America. .

[ This declaration is continued on the following sheet, "Continuation of Box No. V‘I_Ilgii)".
Form PCT/RO/101 {declaration sheet (ii}) (March 2001; reprint January 2003) See Notes 10 the request form




Sheet No. 6
Box No. VIII(ll) DECLARATI N: ENTTILEMENT TO CLAIM PRIORITY
The declaration must conform to the standardized wording provided for in Section 213; see Notes to Boxes Noa. VIIL, VIII(i)
1o {v) (in general) and the specific Notes to Box No. VIII(iii) and 51bis.1(aXiii)

\%

Declaration as 1o the applicant’s entitiement, as at the international filing date, to claim the priority of the carlier application
specified below, where the applicant is not the applicant who filed the earlier application or where the applicant’s name has
changed since the filing of the earlier application (Rules 4.17(jii) and 31bis. 1(a)(iii)):

in relation to this international application,

SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION is entitled to claim priority of carlier application No.
USSN 60/429,105 filed in the United States of America by virtue of the following:

an assignment from Inventor GARDNER, Alan R. to SMITHKLINE BEECHAM
CORPORATION, dated 02 March 2004;

an assignment from Inventor SWEITZER, Thomas D. to SMITHKLINE BEECHAM
CORPORATION, dated 01 March 2004;

an assignment from Inventor TAYLOR, Alexander H. to SMITHKLINE BEECHAM
CORPORATION, dated 02 March 2004; and

an assignment from Inventor PATEL, Pramathesh S. to SMITHKLINE BEECHAM
CORPORATION, dated 01 March 2004.

This declaration is made for the purposes of all designations, except the designation of the United States
of America.

sheet, "Continuation of Box No. VIII(iii)".

Form PCT/R0O/101 (declaration sheet (jii)) (March 2001; reprint January 2003) "See Notes to the request form
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Shest No, 7 \
Box No. VIII(lv) DECLARATION: INVENTORSHIP (ouly for the purposes of the designation of the United States

of America). The declarxilon must conform to the following standanfized wording provided for in Section 214; seo Notes to Boxes Nos. VIIL VIIKD w
v) (in and the specifie Notes to Bax No. VIT} (lv). I this Box Ls not used. this sheet should not be Included i the

Declaration of Inventorshlp (Rules 4.17(lv) and 51bis.1(a)iv))
for the purposes of the designation of the Unlited States of America:
I hereby declare that I believe 1 am the original, first and sole (if only one inventor is listed below) or joint (if more than one
inventor is listed below) inventor of the subject matter which is claimed and for which a patent Is sought.

This declaration is directed to the intemational application of which it forms a part (if filing declartion with application).
This application is directed to international application No. PCT/ (if furnishing declaration pursuant to Rule 26¢er).
I hereby declare that my residence, mailing address, and citizenship are as stated next to my name,

I hereby state that I have reviewed and understand the contents of the above-identified intornational application, including the
claims of said application. Ihave identified in the request of said application, in compliance with PCT Rule 4.10, any claim
to foreign priority, and I have identified below, under the heading "Prior Application,” by application number, country or
Member of the World Trade Organization, day, month and year of filing, any application for a patent or inventor's certificate
filed in a country other than the United States of America, including any PCT international application designating at least
one couniry other than the United States of America, having a filing daie before that of the application on which foreign
priority is claimed,

Prior Applications; {orior 19 PrOMLYY....ccnimerrmrmranesennrininarennens
I hereby acknowledge the duty to disclose information that is known by me to bo material to patentability as defined by 37

C.F.R. §1.56, including for continuation-in-part applications, material information which became available between the filing
date of the prior application and tha PCT international filing date of the continuation-in-part.

I hereby declare that all statements made herein of my own knowledge are true and that all statements made on information
and beliof are believed to be true; and further that these statements were made with the knowledge that willful false
staternents and the liko so made are punishable by fine or imprisonment, or both under Section 1001 of Title 18 of the Uited
States Code and that such willful false statements may jeopardize the validity of the application or any patent issued thereon.

Name: GARDNER, Alan R.
Residence: 709 Swedsland Road, King of Prussia, Pennsylvania 19406, United States of America

Mailing Address: GlaxoSmithKline, Corporate Intellectual Property - UW2220, P.O. Box 1539
King of Prussia, Pennsylvania 19406-0939

Citizenahip: United States of America

WSiWM:_%nM Date: OO-MMJ\‘"E“
(if not contained in the request, or if declaration is corrected or (of signature which is not contained in the request, or of
added under Rule 26rer after the filing of the international the declaration that is correcied or added under Rule

application. The signature must be that of the inventor, not that  26ser after the filing of the international application)
of the agent.)

Name: SWEITZER, Thomas D.
Residence: 709 Swedeland Road, King of Prussia, Pennsylvania 19406, Uniled Stales of America

Mailing Address: GlaxoSmithKline, Corporate Intellectual Property - UW2220, P.O.-Box 1539
King of Prussia, Pennsylvania 19406-0939

Citizenship: United Siates of America ~

Inventor's Signature:; Date: 4 ﬁgg‘ ﬂ
(if not contained in the request, or if deci n is corrected or (of signature which is not contained in the request, or of
added under Rule 26¢er after'the filing of the international the declaration that is corrected or added under Rule

application. The signature must be that of the inventor, not that _ 26¢er after the filing of the international application)
of the agent.)

|_E_This declaration is continued on the following sheet, "Continuation of Box No. VIII(iv)".




Sheet No. 8 : M

Continuation of Box No. VIII() te (v} Declaration N
If the space is insufficient in any of Baxes Nos. VIII(I) to (v) to furnish all the informatino, including in the case where more
than two inventorz are to be named in Box No. VIII (iv), in such case, write "Continuation of Box No. VIl " (indicate the

item number of the Box) and furnish the information in the same manner as required for the purposes of the Box in which the
space wos intufficlent. If additional space is needed in respect of two or more declarations, a separate continuation box must
be used for each such declaration. If this Box is not ssed. this sheet should not be Included in the request.

Name: TAYLOR, Alexander H.

Residence: 709 Swedeland Road, King of Prussia, Pennsylvania 19406, United States of America

Mailing Address: GlaxoSmithKlins, Corporate Intellectunl Property - UW2220, P.O. Box 1539
King of Prussia, Pennsylvania 19406-0939

Citizenship: United S

Inventor’s Signature: ﬂ"f L1_ Date: (M 2D "l
(if not contained in is corrected or (of signature which is not contained in the request, or of
added under Rule 26¢er after the filing ol the international the declaration that is corrected or added under Rule

application. The signature must be that of the inventor, not that 26¢er after the filing of the international application)
of the agent.)

Name: PATEL, Pramathesh S.
Residence: 709 Swedeland Road, King of Prussia, Pennsylvania 19406, United States of America

Mailing Address: GlaxoSmithKline, Corporale Intellectual Property - UW2220, P.O. Box 1539
King of Prussia, Pennsylvania 19406-0939

Citizenship: Uni@nrin L
Inventor’s Signature: L Date:_ Ul Mﬂ&. 207 L)

(if not contained in the request, or if declaration is comected or (of signature which is not contained in the request, or of
sdded under Rule 26ter after the filing of the international the declaration that is corrected or added under Rule

application. The signature must be that of the inventor, not that ~ 26¢er afier the filing of the international application)
of the agent.)

Form PCT/RO/101 (continuation sheet for declaration) (March 2001; reprint January 2003)  Sec Notes to the request form
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o (34) Title: METHODS FOR PREVENTING GLUOONOYLATION OF PROTHINS

3 (57) Absirecl: The present invention rolates 1o method of preventing glyconoylation of polypoptides produced in micToorganisms.
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Methoda for Preventing Gluconoylation of Proteins

ELD OF THE INVEN
This invention is In the fleld of blochemical engineering. More

particularly, this invention relates to fermentation processes for producing
polypeptides. '

BACKGROUND OF THE INVENTION -

" Escherichia coll ("E. col) is a commonly used host for expression of
proteins for reasarch, dlagnostic, therapeutic, and industrial purposes. Modemn
expression systems are capable of achieving high levels of a wide variety of
proteins (Baneyx, Current Opinlon in Blotechnology 10:411-421(1999)).
Howavar, the quality of the expraased protein Is often as Important or more
Important than quantity. Proteins expressed In E. colf may be formed as
insoluble aggregates, or they may have misincorporated amino acids
(Bogoslan, et al., Joumal of Blological Chemistry 264:531-539 (1989)) or retain
the N-terminal methlonine (Chaudhuri, et al., Joumnal of Molecular Biology
285:1179-1104 (1900); Vassileva-Atanassova, et al., Joumnal of Blotechnology
69:63-67 (1999); Yamashita, et al., Protein Expression & Purificalion 16:47-52
(1998)). In addition, undesired posi-iransiational modifications may occur such
as oxidation (Bertl, ef al.,, Protein Expression & Purlfication 11:111-118 (1997);
Konz, et al., Biotechnology Progress 14:393-400 (1868)) or o-N-6-
phosphogluconoylation (Geoghegan, et al., Anal. Biochem. 267:168-184
(1099); Kim et al., Acta Crysiallographica Section D-Blological Crystallography
57:759-762 (2001); Yan, et al. Blochemical & Bjophysical Research
Communications 262:783-800 (1988) "Yan et &/, |;* Yan, et al,, Biochemical &
Biophysical Research Communications 259:271-282 (1969) *Yan et al. II¥).
These modifications may adversely effect actlivity, stability, structure, or
immunogenicity of the expreseed protein, greatly reducing the utllity of E. col/
as a host for polypeptide expression. _

Alpha(a)-N-6-phosphogiuconaylation of eeveral recombinant proteins
fused to hexahistidine affinity tags (*hexa His-tag") has been described

4
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(Geoghegan, st al.; Kim, et al.; Yan ét al. I; Yan et a/. ). [n these studies, a
gluconic acld derivative was found to attach to the end terminus of the
recombinant proteln. All of these proteins wars expressed in B strains of E. colf
using pET-based vectors (Novagen). Where reported, LB medium was used.
The adduct was detected as an extra mass assaclated with the polypeptide of
elther 258 Daltons ("Da"), representing the addition of 6-
phosphogluconolactone (8-PGL), or 178 Da, representing the presence of
gluconclactone without the phosphate. Phosphogluconoylation was presumed
to occur at the N-terminal a-amino group through reaction with endogenous 6-
PGL, an intermediate of the pentose phosphate shunt. The +178 Da adduct
was proposed to be the result of enzymatic activity acting on the +258 Da
adduct to remove the phosphats. Formation of the adduct was shown to be
specific to the amino acld sequence at the N-terminus adjacent to the His-tag.
Polypeptide sequences of GXXHHHH, where XX is SS, SA, AS, or AA, were
the most prone to a-N-6-phosphogluconoylation, whereas SHHHHHH was less
prone, and PHHHHHH and PFHHHHHH were ndt modifiad at all (Geoghegan,
et al.). Modificatione at other amino groups elsewhere on the protein were not
detected /n vivo or in in vitro experiments that used high levels of added
gluconolactone. (Geoghegean, et al.)

N-terminal phoephogluconoylation has been shown to Inhibit
crystallization of proteins (Kim, et al.), but relatively little eise is known about lts
affect on protein function, stability, or immunogeniclty. It Is expected that 6-
PGL, being a potent electrophile, may be Invoived In glycation reactions in vivo
(Rakitzis and Papandreou, Chemico-Blological interactions 113:205-216
(1898)). Qlycation of proteins has baen widely studied and is known to play a
major role In aging and disease states related to dlebetic complications
(Baynes and Monnler, The Malllard Reaction in Aging, Diabetes, and Nutrition.
Alan R. Liss, New York (1988)). Exogenously added delta-gluconolactone has
been shown 1o cause glycation of hemoglobin, which may be a factor in the
vascular complications of diabetes (Lindsay, et al., Clinica Chimica Acta
263:239-247 (1997)). Furthermore, glycation of alanine aminotransferase at
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tha epslion-amino group of Lys313 markedly reduces its cataiytic activity
(Beranek, et al., Molecular & Cellular Blochemistry 218:35-39 (2001)).

6-Phosphogluconolactonase ("pgl®) has been shown to be an essential
anzyme of the pentose-phosphate pathway, specifically in the hydrolysis of 6-
PGL to 8-phosphogluconic acid. (Miclet, et al,, J.Blol.Chem. 276:34840-34846
(2001)) The gene encoding this enzyme has been identified in human (Collard,
et al., FEBS Letiers 459:223-226 (18089)), Pseudomonas aeruginosa (Hager, et
al., Journal of Bacteriology 182:3934-3841(2000)), and Trypanosoma brucel
and Plasmodium falciparum (Miclet, et al). Although pgl activity has iong been
observed In E. coll (Kupor and Frasnkel, Journal of Bacisriology 100:1296-
1301 (1669) "Kupor I' and Kupor and Fraenkel, Joumal of Biological Chemlstry
247:1904-1910 (1972) "Kupor lI*), no gene sequence responsible for encoding
an enzyme with this activity has been identified (Cordwell, S. J. Arch. Microbiol.
172:260-270 (1898)). It has been suggested that In addition to enabling )
metabolic flux through the pentose phosphate shunt, pgl activity inside the call
prevents accumulation of 68-PGL and consequential damaging reactions with
intracsliular nucleophlles (Miclet, et al.). Reported observations of
phosphogluconoylation of proteins at the N-terminus supports the hypothesls
that the 6-PGL produced In the pathway can modify proteins, but there has
been no reported evidence that modulating pgl activity can affect the levels of
modified protein.

Furthemmorve, Escherichia coll strain BL21(DES3) is a commonly used
host for expresalon of proteins for research, dlagnostic, therapeutic, and
Industrial purposes Studler, F.W., and Moffatt, B.A., J. Mol. Biol. 1888 May 5;
189(1):113-130. This strain is commercially attractive because it achieves very
high expression levals of recombinant proteln by means of coupling exprassion
of a chromosomal copy of the T7 RNA polymerase and the use of a plasmid
based T7 RNA polymerase promoter on the recombinant protein of interest.
Accordingly, since the T7 RNA polymerase Is an exiremely selective and active
RNA polymerase, transcription of the recombinant proteln accumulate to very
high levels, often aven to the extent that host cell transcripts are diminished.
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Unfortunately, the strain BL21(DES) releases very iow, yet detectable,
infectious lambda phage particles on the arder of 10-20 plaque forming untts
/ml (PFU), Stewart Shuman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1089; 80:3489-3493,
Apparently, the T7 RNA polymerase gens was Introduced into the BL21 host
cell chromosome by transduction with the defective lambda phage DE3
canying the T7 RNA polymerase gene Inserted into the lambda int gene
Studier, F.W., and Moffatt, B.A., J. Mo/. Biol, 1986; 189(1):113-130. The
resulting defective prophage cannot replicate hormally due to the int gene

_ Interruption. Chromosomal excision of the DE3 prophage is a requirément for.

the replication of the prophage prior to packaging and release of infectious
phage particles and ls dependant on homologous excisional recombination that
is directed by the product of the int gene. As described herein very low levels-
of phage particies released are due to abnommal, int Inrflspendent random
prophage excision events. While the release of low levels of Infectious phage
particles may be acceptable in some research laboratories, any release of -
infectious phage Is totally unacceptable In the biopharmaceuticals :
manufacturing plant setting both because of considerations for patient safety -
and because release of Infectious agents can put at risk other E. colf based
manufacturing processaes. :

A method for exprassing or overexpressing polypeptides in a
microorganism, such as E. éoli. with a reduced incidence of
phosphogiuconoylation during fermentation is greatly needed. In addition,
creation of a totally phage free BL21(DES) host cell would be highly desirable
for the manufacture of therapeutic recombinant proteins in the E. coli format.

UMMARY O INV N
The present invention provides methoda for preventing gluconoylation of
polypeptides expressed by mlcmorginlsms by growing the microorganiem in
rich culture medium.
The present invention also provides methods for preventing
gluconoylation of polypeptides expressed by microorganisms that Include
Introducing (e.g., transforming, infecting or transfecting) DNA shcoding a
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polypaptide that demonstrates pgl activity Into the microorgansim. This
polypeptide may be a phosphogluconolactonase enzyme. In another aspect of
the Invention, the phosphogiuconolactonase enzyme may have an amino acid
sequence having at least 90% sequence identity to the
phosphogluconolactonase enzyme produced by Psaudomonas, including but to
limited to, P. asruginosa.

The present invention also provides microorganiama capable of
preventing gluconoylation of proteins. In one embodiment, a microorganism
may contain DNA encoding a polypeptide that demonetrates pgl activity.

The present Invention also provides an lsolated polynuciectide that has .
at least 80% Identity to the polynucleotide set forth in SEQ ID NO:7.

The present invention also provides a microorgansim free of detectable
Infectious lambda phage expression.

Ri E Fi ' '
Figure 1 shows a restriction enzyme map of vector pECO-1-pgh-2-183..
Figure 2 shows a polynucleotide sequence for vector pECO-1-pgl-2-13. (SEQ -
ID NO:8) _ : .
Figure 3 shows a restriction enzyme map of vector pET28Proil. 18Casp5.
Figure 4 shows a polynuclectide sequence for vector pET28ProlL18Casp5.
(SEQ ID NO:13)
Figure 5 shows a restriction enzyme map of vector pET28proll.18casp5+pgl..
Figure 8 shows a polynuciectide sequence for vactor pET28proll18casp5+pgl
{SEQ ID NO:14).
Figure 7 shows a polynucleotide saquence, SEQ 1D NO:7,
Figure 8 shows a polypeptide sequence, SEQ ID NO:8.

Giossary

"Host cell(s)" is a cell, including but not limited to a bacterial cell or cell
of a microorganism, that has been introduced (e.g., transformed, infected or
transfected) or ls capable of introduction (e.g., transformation, infection or
transfection) by an lsolated polynucleotide sequence.
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"Transformed” as known In the art, 1s the directed modification of an
organism’s genoms or episome via the introduction of extemal DNA or RNA, or
to any cother stable Introduction of extemal DNA or RNA.

"Tranefected” as known in the art, Is the introduction of axtemnal DNA or
RNA Into a microorganism, Inciuding but not limited to recombinant DNA or :
RNA, '

"Identity," as known In the ar, Is a relationship between two or more
polypeptide saquences or two or more polynuclectide sequences, as the case
may be, as determined by comparing the saquences. In the art, "identity” also
means the degree of sequence relatedness between polypeptide or
polynuclectide sequences, as the case may be, as determined by the match
between strings of such sequences. "ldentity" can be readlly calculated by
known methods, Including but net limited to thoee described In (Computational
Molecular Blology, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, New York, 1988;
Blocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic
Press, New York, 1983; Computer Analysis of Sequence Data, Part |, Griffin,
AM,, and Grll'ﬁn., H.Q., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence
Analysis in Molecular Biology, von Helnle, G., Academic Press, 1987; and
Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stockion
Press, New York, 1881; and Cariillo, H., and Lipman, D., SIAM J. Applled® -
Math., 48: 1073 (1988). Methods to determine identity are designed to give the
largest match between the sequences tested. Moreover, methods to
determine identity are codified: In publicly avallable computer programs.
Computer program methods to determine Identity between two sequences
include, but are not limited to, the GCG program package (Devereux, J., et a/.,
Nucisic Acids Research 12(1): 387 (1984)), BLASTP, BLASTN, and FASTA
(Altschul, S.F. et al, J. Molec. Blol. 215: 403410 (1880). The BLAST X
program Is publicly avallable from NCBI and other sources (BLAST Manua/,
Altschul, S., ef a/, NCBI NLM NIH Bethesda, MD 208984; Altschul, S., et al, J.
Mol, Biol, 215; 403410 (1990). The well known Smith Waterman algarithm
may also be used to determine Identity.
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Parameters for polypeptide sequence comparison Include the following:

» Algorithm: Needleman and Wunsch, J. Mol Blol. 48: 443-453 (1670)
Comparison matrbe BLOSSUM62 from Hentikoff and Hentlkoff, Proc. Natl.
Acad. Scl. USA. 89:10915-10919 (1992)

Gap Penalty: 12

Gap Length Penalty: 4

A program useful with these parameters is publicly available as the "gap"
program from Genetics Computer Group, Madison WI. The aforementioned
parameters are the default parameters for peptide comparisone (along with no
penalty for end gaps). . '

Parameters for polynucleotide comparison ‘include the following:
Algorithm: Needleman and Wunach, J. Mol Biol, 48; 443-453 (1970) -
Comparison matrix: matches = +10, mismatch =0
Gap Penalty: 50
Gap Length Penalty: 3
Avallable as: The "gap" program from Genetice Computer Group, Madison Wi,
These are the default parameters for nucleic acld comparisons.

A preferrad meaning for "identity” for polynuclectides and polypeptides,
as the case may be, are provided in (1) and (2) below.

(1) Polynucleotide embodiments further Include an‘ Isolated
polynucleotide comprising a polynucleotide sequence having at least a 70, 80,
85, 90, 85, 87 or 100% Identity to the reference sequence of SEQ ID NO:7,
whereln sald polynuclectide sequence may be Identical to the reference
gsequence of SEQ ID NO:7 or may Include up to a certain Imteger number of
nucleotide alterations as compared to the reference sequence, wherain said
alterations are selected from the group consisting of at least one nucleotide
deletion, substitution, including transition and transversion, or Insertlon, and
wherein sald aiterations may occur at the 5’ or 3' terminal positions of the
reference nucleotide sequence or anywhere between those terminal positions,
Interspersed elther Individually among the nuclectides In the reference
sequence or In one or more contiguous groups within the reference sequence,
and wherein sald number of nuclectide alterations Is determined by multiplying
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the total number of nucleotides In SEQ 1D NO:7 by the integer defining the
percent identity divided by 100 and then subtracting that product from sald total
number of nucleotides in SEQ ID NO:7, or:

NnSXp=(xney)

wherein ny, Is the number of nuclectide alterations, xp, s the total number of
nucleotides in SEQ ID NO:7, y Is 0.85 for 85%, 0.87 for 97% or 1.00 for 100%,
and e is the symbol for the multiplication operator, and wherein any non-
integer product of x,; and y is rounded down to the nearest integer prior to
subtracting it from x;,,. Alerations of a polynucleotide sequence encoding a

polypeptide may create nonsense, missense or frameshift mutations in this
coding sequence and thereby alter the polypeptide encoded by the
pojynucleotide following such alterations.

(2) Polypeptide embodiments further Include an isolated polypepﬂdo
comprising a polypeptide having at least a 70, 80, 85, 80, 95, 87 or 100%
idenity to a polypeptide reference sequence, whereln said polypeptide
saquence may be identical to the reference sequence or may include-up to a
certain Intsger' number of amino acid alterations as compared to the reference
sequence, whereln sald alterations are selected from the group conslsting of at
least one amino acld deletlon, substitution, Includl'ng conservative and non-
conservative substitution, or Insertion, and whereln sald altarations may occur
at the amino- or carboxy-terminal positions of the reference polypeptide
saquence or anywhere batween those terminal positions, intersparsed either
individually among the amino acide In the reference sequence or In one or
more contiguous groups within the reference sequence, and wherein eald
number of amino acld alterations ls determined by multiplying the total number
of amino aclde by the integer defining the percent Identity divided by 100 and
then subtracting that product from said total number of amino aclids, or:

“asxa'(*a'v)-
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wherein ng s the number of amino acid alterations, xg is the total number of

amino aclds In the sequence, y Is 0.95 for 85%, 0.97 for 97% or 1.00 for 100%,
and « is the symbol for the multipilcation operator, and wherein any non-integer
product of xg and y is rounded down to the nearest integer prior to subtracting

it from xgq.

"lsolated” means alterad by the hand of man" from Its natural state, Le., if
it occurs in nature, it has been changed or removed from Its original environment, -
or both. For example, a polynuclectide or a polypeptide naturally present in a
iving organism is not “eolated,” but the same polynuciectide or polypeptide
separated from the coexisting materiais of its natural state Is "Isolated®, including
but not limited to when such polynuclectide or polypeptide Is Introduced back into
acell.

4

“Polynuclectide(s)" generally refers to any polyribonucleotide or
polydeaxyribonucieotide, that may be unmodified RNA or DNA or modified RNA
or DNA. "Polynucleotide(s)" Include, without limitation, single- and double-

. stranded DNA, DNA that is a mixture of single- and double-stranded reglons or"

single-, double- and tripie-stranded reglons, single- and double-stranded RNA, -
and RNA that Is mbdure of single- and double-stranded regions, hybrid molecules:
comprising DNA and RNA that may be single-stranded or, more typically, double-
stranded, or triple-stranded regions, or a mixture of single- and double-stranded
regions. In addition, "polynuclectide” as used herein refers to triple-stranded
regions comprising RNA or DNA or both RNA and DNA. The strands In such
raglons may be from the same molacule or from different molecules. The regions
may include all of one or mare of the molecules, but more typically involve only a
region of some of the molecules. Oneoftl'semoleculeaofatrlpb-hoﬂcl.il region
often Is an oligonuclectide. As used hereln, the term "polynucieotide(s)" also
includes DNAs or ANAs as described above that comprise one or more modified
bases. Thus, DNAs or RNAs with backbones modified for stabiliity or for other
reasons are "polynucleotide(s)" as that term is intended herein. Moreover, DNAs
or RNAs comprising unusuel bases, such as inosine, or modified bases, stuch as

tritylated bases, to name Jjust two exampies, are polynuclectides as the term Is
g
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mediated addition of amino acikds to proteins, such as arginylation, and
ublquitination. See, for Instance, PROTEINS - STRUCTURE AND MOLECULAR
PROPERTIES, 2nd Ed., T. E. Creighton, W. H. Freeman and Company, New
York (1983) and Wold, F., Posttranelational Proteln Modificatione: Perspeciives
and Prospects, pgs. 1-12 In POSTTRANSLATIONAL COVALENT
MODIFICATION OF PROTEINS, B. C. Johnson, Ed., Academic Press, New York
(1883); Seifter et al, Meth. Enzymol, 182:626-646 (1680) and Rafian et al,
Protain Synthesls: Postiransiational Modifications and Aging, Am. N.Y. Acad.
Scl. 663: 48-82 (1862). Polypeptides may be branched or cyclic, with or without
branching. Cyclic, branched and branched circular polypeptides may result from
post-transiational natural processes and may be made by entirely synthatic
methods, as well.

"Recombinant expresslon system(s)" refers to expression systems or
portions thereof or pdlynucleotldsa of the Invention introduced or transformed into
a host cell or.host cell lysate for the production of the polynuclectides and
polypeptides of the invention. . -

“Varlant(s)” as the term Is used hereln, is a polynucleotide. or
polypeptide that differs from a reference polynuclectide or polypeptide
respectively, but retains essential properies. A typical varant of a
polynucleoﬂ&a differs in nuclectide sequence from another, reference

"polynuclectide. Changes in the nuclectide sequence of the varlant may or may

not alter the amino acid sequence of a polypeptide encoded by the reference
polynucleotide. Nucleotide changes may result In amino acid substitutions,
additions, deletions, fusion protains and truncations in the polypeptide encoded
by the reference sequence, as discussed below. A ftypical varant of a
polypeptide differs In amino acld sequence from another, reference
polypeptide. Genemlly, differences are limlited so that the saquences of the
reference polypeptide and the varlant are closely similar overall and, in many
reglons, Identical. A variant and reference polypeptide may differ in amino acid
saquence by one or more substitutions, additions, delstions in any
combination. A substltuted or Inserted amino acld residue may or may not be
one encoded by the genstic code. The present invention also includes include

1
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varlants of each of the polypeptides of the Invention, that ls polypeptides that vary
from the referents by conservative amino acid substitutions, whereby a residue Is
substitted by another with like characteristics. Typlcal such substitutions are
among Ala, Val, Leu and lie; among Ser and Thr; among the acldic residues Asp
and Glu; among Asn and Gin; and among the basic residues Lys and Arg; or
aromatic residues Phe and Tyr. Particularly preferred are varants in which
sevenal, 5-10, 1-5, 1-3, 1-2 or 1 amino acids are substituted, deleted, or added In
any combination. A varant of a polynucleotide or polypeptide may be a
naturally occurring such as an allelic variant, or it may be a variant that is not
known to occur naturally. Non-naturally occurring varlants of polynucleotides
and polypeptides may be made by mutagenesis techniques, by direct
synthesis, and by ather recombinant methods known to skilled artisans.
*Microorganism(g)* means a (f) prokaryote, including but not limited 16, a
member of the genus Simplococcus, Staphylococcus, Bordetella,
Corynebacierium, Mycobacterium, Nelsseria, Haemophilus, Actinomycetes,
Streptornycetss, Nocardla, Enierobacier, Yersinia, Fancisella, Pasturella,
Moraxalla, Acinefobacier, FErysipelothrix, Branhamella, Actinobacliius,
Streptobacilius,. Listeria, Calymmatobactenum, Brucella, Bacliius, Clostridium,
Treponema, Escherichla, Salmoneiis, Klelbslella, Vibrio, Proteus, Erwinia,
Borrella, Leptospira, Spirlium, Campylobacter, Shigella, Leglonelis,
Pseudomonas, Aeromonas, Ricketisla, Chlamydia, Bomrelia and Mycopiasma,
and further including, but not limited 1o, a member of the apecies or group, Group
A Simplococcus, Group B Streptococcus, Group C Streptococcus, Group D
Streplococcus, Qroup G  Strepiococcus, Streptococcus pneumoniae,
Streplococcus pyogenes, Simeplococcus agalactias, Sireplococcus faecalls,
Streplococcus faecium, Streplococcus durans, Nelsserla gonorrheae, Neisseria
meningitidis,  Staphylfococcus  aureus,  Staphylococcus  apidernmidis,
Conmebacterium diptheriae, Gardnerella vaginalls, Mycobacterium tubercuiosls,
Mycobacterium bovis, Mycobacierium ulcerans, Mycobacterium lepme,
Actinomyctes Israelii, Listeria monocylogenes, Bordetella periusis, Bordatelia
paraperiusis, Bordetslla bronchiseptica, Escherichla coli, Shigella dysenteriae,
Haemophilus influenzae, Haemophilus aegypilus, Haemophlius parainfiuenizae,
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mirabllis, Proteus vuigaris, Yersinia pestis, Kielbsislla pneumonias, Sematla
flexneri, Pssudomonas aeruginosa, Franscisella tularensls, Brucella aborlis,
Bacllius anthracls, Baclllus csreus, Clostridium perfringens, Clostridium tetani,
Clostridium botuiinum, Treponema paliidum, Ricketisia rickettsll and Chiamydia
trachomitis, and () an archason, Including but not limited to Archasbacier.

9\

As used hereln, "heterologous polypeptide(s)" refers to a polypeptide not :

naturally synthesized by a transformed host cell or microorganism of Interest
and introduced Into the host cell or microorganiem by recombinant DNA. For
axampie, E. colimay act as a host microorganism for the expression of
Interieukin, which does not occur In non-transformed E. cofl. Hetsrologous
polypeptides may Include polypeptides that have been modified to facliitate
Isolation.

As used hereln “affinity tag” refers to any molety assoclated with a
molecule that may give sald molecule a selective affinity for another substance
or molecule. For Instance, an affinity tag may be used to facllitate purification
of a molecule by providing the molecule with a selective affinity for a column's
packing material. A non-imiting example of an affinity tag is a his-tag.

As used herein, "His-iag" refars to a repeat of histidine amino acids and
may Include other amino acids encoded Into a polypeptide through engineering
techniques. Typlcally, a His-tag contains at least six ("hexa”) histidine repeats
and is located near the N-terminus of the polypeptide. His-tags can be used to
faciiitate purification of heterologous polypeptides over Ni-columns.

As used herein, "minimal medium" refers to cell growth medium
comprising chemically defined ingredlents including, but not Imited to, buffers
such as phosphate buffer, salts such as magnesium sulfate, calclum chioride,
sodium chloride, or manganese sulfate, minerals such as iron, zinc, copper,
cobalt, or molybendum, a carbon source such as glucose or glycerol, and a
nlitrogen source such as ammonium sulfate or nitrate. An example Is M8 media
(KIm, YS, JH Seo and HY Cha, Enzyme and Microblal Technology 33
(2003):460-485.)

14
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As used herein, “rich medium"® refara to cell growth medium comprising
undefined ingredients and Including, but not limited to, additional components
such as buffers (for example phosphate buffer), salts (for example magnesium
sulfate, calclum chloride, sodium chloride, or manganese sulfate), and a carbon
source which may be glucose or glycerol, for example. The nitrogen source
may be comprised of a protein hydrolysate such as ysast extract, meat
hydrolysate, or soy hydrolysate. The nitrogen source may be provided at a
concentration capeble of supporting cell growth at a ratio of complex nitrogen
source (In grame per liter) to maximum cell density {In OD units) of 1:1 or
greater. Examples of rich medium Include, but are not limited to, Superbroth
(Atlas RM, Handbook of Microbiological Mesdia; Parks LC Ed.; CRC Press:
Boca Raton FL, pp. 281, 523, 529, 858), Teriffic Broth {Alpha Blosclences,
Baltimore, MD USA), Turbo Broth {Athena Enzyme Systems, Baltimore, MD
USA), or Hyper Broth (Athena Enzyme Systems, Baltimore, MD USA).

As used hereln, "gluconoylation” refers to the attachment of a giuconic
acid derivative to a protein. Gluconoylation may Include, but Is not limited to, 8-
phosphogluconolactone (6-PGL) adduct formation, acelylation, formylation,
deformylation, gluconolactonation, or gluconic acid derivatization.

As used hereln, "titer yleld" refers to the concentration of a product (e.g.,
heterologously expressed polypeptide) in solution (e.g., culture broth or cell-
lysis mixture or buffer) and i usually expressed as mg/L or g/L. An Increase in
titer yleld may refer to an absolute or relative increase in the concentration of a
product produced under two defined eet of conditions.

As used herein, “pgl activity" refers to any actlvity of a 6~
Phosphogluconolactonase ("pgl"). Such activity may inciude hydrolysls of 8-
PGL to 8-phosphogiluconic acid. Significant pgl activity may be defined as
hydrolysls activity of at least 0.2 1U/min/g.

As hersin used, the terms "stringent conditlons® and a "stringent
hybridization condlitions® mean hybridization will occur only If there is at least 70%
and preferably at least 80%, but especially preferably at least 95% Identity
betwsen the asequences. An example of atringent hybridization condlitions Is
ovemight incubation at 42°C in a solution comprising: 50% formamide, 5xSSC

15
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(150rmM NaCl, 15mM trisodium cltrate), 50 mM sodium phosphate (pH7.6), 5x
Denhardt’s solution, 10% dextran sulfate, and 20 microgramsa/ml denatured,
sheared salmon sperm DNA, followed by washing the filters in 0.1x SSC at about
85°C. Hybridization and wash conditions are wsll known and exemplified In
Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold
Spring Harbor, N.Y., (1888), particularty Chapter 11 therein, the disclosure of
which is hereby incorporated In its entirety by reference.

AILEDD PTI FT V .

Cellular stresses arising from growth on niinimal medium, high cell
densities, and high-level heterologous polypeptide expression, among other
atressas, may contribute to the gluconoylation of heterologous polypeptide.
Alleviating one or more of thess stressors may therefore affect the level of
giuconoylation of protein expressed In the microorganiasm, which In tum may
effect the purity and titer yield of a desired polypeptide. Some strains of E. coli-
may have higher levels of pgl activity than others (although the gene.
responsible for this activity has not been Identified in E. cofi. Cordwell, S. J.
1890. Arch.Microbiol. 172:269-279. Furthermore, gluconoylation of
polypeptides may affect crystalilization and structu_ral determination of these
polypeptides. '

The present Invention provides methods for preventing giuconoylation of
a polypeptide axprassed In a microorganism, comprising growing said
microorganism in rich culture medium. In ancther aspect of the invention, the
microorganism does not demonstrate significant 6-phosphogluconolactonase
activity when grown in minimal medium. The microorganism may be a etrain of
E. coll. In another aspect of the invention, an E. collis a B strain. In another
aspect of the invention, a rich culture medium comprises a complex nitrogen
source. A rich culiure medium Is capable of maintaining cell growth at ratio of
1:1 for concentration of complex nitrogen source to cell denalty. A complex
nitrogen source may comprise tryptone, peptone, or yeast extract. In ancther
aspect of the invention, & culture medium | Superbroth. Superbroth medium
may be doubly concentrated. In another aspect of the Invention, a
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microorganism is transfected with a recombinant DNA moiecule encoding a
heterologous polypeptide.

in another embadiment of the present invention, methods are provided
for preventing gluconoylation of a polypeptide expressed in E. coll comprising
fermenting a K strain variety of E. coff for the expression of the polypeptide. In
another aspect of the Invention, a K strain demonstrates at least about 100-fold
higher phosphogluconolactonase activity compared with B straln grown under
substantlally the same conditions. In another aspect of the invention, a K strain
Is K-12.

In another embodiment of the present Invention, methods are provided
for preventing gluconoylation of polypeptides expressed in a microorganism,
comprising introducing DNA Into the microorganism, wherein the DNA encodes
a polypeptide that demonstrates 8-phosphogluconolactonase activity. in
another aspect of the invention, a microorgansim is E. coll. A DNA comprises
DNA sncoding a 6-phosphogluconolactonase enzyme. In another aspect of the
invention, a DNA encoding a 8-phosphogluconolactonase enzyme has at least
70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 87%, or 100% sequence identity to a DNA
encoding 6-phosphogluconolactonase from a Pseudomonas, which may be P.
aeruginosa. In.another aspect of the invention, a DNA encoding a 6-
phosphogluconolacionase enzyme has at least 70%, 80%, 85%, 80%, 85%,
97%, or 100% sequence identity to SEQ ID NO:7. In another aspect of the
invention, a 6-phosphogluconolactonase enzyme has an amino acid sequence
having at least 70%, 80%, 85%, 80%, 85%, 87%, or 100% sequence identity to
SEQ ID NO:8. A DNA encoding a 6-phosphogluconolactonase enzyme
comprisas the sequence set forth In SEQ ID NO:7. DNA may be recombinant
DNA, and/or It may be transformed into a genomic DNA of a microorganism.

in another embodiment of the present Invention, a microorganism Is
provided that ls capable of preventing gluconoylation of polypeptides. A
microorganism comprises DNA that encodes a polypeptide that demonstrates
6-phosphogluconolactonase activity. A microorganiam comprisea DNA that
ancodes 6-phosphogluconolactonase. In another aspect of the invention, a
DNA that encodes 8-phosphogiuconolactonase has at least 70%, B0%, 85%,
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80%, 95%, 97%, or 100% sequencs Iidentity to DNA encoding a 6-
phosphogluconolactonase enzyme from a Pseudomonas and wherein the
microorgansim is not Pseudomonas. In another aspect of the Invention, a DNA
that encodes 8-phosphogluconolactonase Is from P. aeruginosa. In another
aspect of the Invention, a microorganism is a straln of E. coli. In anather aspect
of the invention, a microorganism Is a strain of E. colf and the wherain a DNA
that encodes 6-phosphogluconolactonase Is incorporated into the genome of
the microorganiem.

In another embodiment of the prasent invention, an isolated
polynucleotide I provided comprising a polynucleotide having at least a 70%,
80%, 85%, 90%, 85%, 97%, or 100% Identity to the polynuciectide set forth In
SEQ ID NO:7. In ancther aspect of the Invention, an Isolated polynuciectide
comprises a polynuclaeotide having at least a 70%, 80%, 85%, 80%, 95%, 97%, .
or 100% sequence Identity to a polynucleotide encoding a polypeptide
comprising amino acids having at least 70%, 80%, 85%, 850%, 85%, 87%, or
100% sequencs identity to SEQ ID NO:8. In‘another aspect-of the Invention, a:
DNA encodes a protein demonstrating 6-phosphogiuconolactonase activity. In
another aspect of the Invention, a DNA sequencs la set forth In SEQ ID NO:7. -
In ancther aspect of the Invention, a DNA sequence is homologous to a DNA
encoding 6-phosphogluconolactonase from P. asruginosa. In another aspect
of the invention, an isolated polynuciectide further comprises a polynucleotide -
that encodes a human interleukin—18, or variant thereof.

In another embodiment of the present Invention, methods are provided
for improving polypeptide crystal formation comprising expressing said
polypeptide by a method of the Invention In order to reduce glyconoylation of

the polypaptide.
In another embodiment of the present invention, methods are provided

for Improving growth efficlancy and expression of a polypeptide In a
microorganism. In one aspect, a polypeptide demonstrates an increased titer
yleld at fermentation stage compared with gluconoylated polypeptide.

In ancther embodiment of the present invention, methode are provided
for producing a human interleukin compriaing co-expressing said human
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interleukin in a microorganism with an enzyme having 6-
Phosphogiuconolactonase ("pgl®) activity. In one aspect, a human interieukin s
an IL-18 protein, or variant thersof. In one aspect, & microorgansim Is E. coll.
In one aspect, the pgl Is encoded by a polynuclectide that i¢ transformed or
transfected into the E. coff, Including but not limited to being transformed Into
the genome or episome.

In another embodiment of the present Invention, methods are provided
producing a human interlsukin comprising expressing the human Interleukin In
a microorganism that le grown in a rich culture medium. In ohe aspect, a
human interieukin is IL-18 proteln, or a varlant therecf, In one aspect, the
microorgansim is E. coll. In one aspect, a rich culture medium comprises
phytons peptone. In one aspect, a rich culture medium comprises bacto yeast
axtract.

In ancther embodiment of the present invention, a microorgansim free of
detectable Infectious lambda phage expreesion is provided. In one aspect,
lambda phage capsld structural protein, gpE, e deleted or disrupted.within a
microorganism. Deletlon or disruption of a protein can be achieved In several
non-limiting ways. A gene encoding a protein may be either partially or
completely removed from a microorganism. A gene encoding a protein can be *
genetically modified by such non-limiting techniques as point mutation or
random mutation. A protein may be claaved or modified chemically or
enzymatically to disrupt its structure or function. A promoter regulating gene
expression can be disrupted or deleted to eliminate or reduce gene
expression. Solution conditions or temperature can be regulated to effect
protein structure or function. In one aspect, a microorganiam is an E. cofl. In
another aspect a microorganism comprises a T7 ANA polymerase gene.

- ‘The following examples lllustrate various aspects of this invention.
These examples do not lim!t the scope of this invention which ls defined by the

appended claims.
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EXAMPLES
Example 1

An Improved strain of E, col/ BL21(DES) strain was craated that is free of
detectable infectious lambda phage expression by knocking out a major
lambda phage capeld structural protein gpE. This strain was usad in the
Examples presented hereln.

A 413 base palr Intemal fragment of the gpE coding reglon was PCR
amplified using the primer pair:

5 AGCTGACCATTGCTCAGGTCGAAGS  (SEQIDNO:1) |
5' GTACTGTCCGGAATACACGACGATG 3' (SEQ ID NO=2)

and BL21(DE3) chromosomal DNA as template. The resulting fragment:

AGCTGGCCAT TGCTCAGGTC GAAGAGATGC ABGCAGTTIC TGCCGTGCTT AAGGGCAAAT *
ACACCATGAC CGGTGAAGCC TTCGATCCGG TTGAGETGGA TATGGGCCGC AGTGAGGAGA
ATAACATCAC GCAGTCCGGC GGCACGGAGT GGAGCAAGCG TGACAAGTCC ACGTATGACC
CGACCGACGA TATCGAAGCC TACGCGCTGA ACGCCAGCGG TGTGGTGAAT ATCATCGTGT
TCGATCCGAA AGGCTGAAGCE CTGTTCCATT CCTTCAAAGC CGTCAAGGAG AAGCTGGATA
CCCGTCOTAE CTCTAATTCC GAGCTGGAGA CAGCGGTGAA AGACCTGAGC AAAGCGGTGT
CCTATAAGGG GATGTATGGC GATCTGGECCA TCGTCGTGTA TTCCGGACAG TAC

(S8EQ ID NO:3)

PCR ampiification product was TA cloned and eequence verified using
standard techniques. Next, a functional copy of a chioramphenicol resistance
gene was introduced into the EcoRV slte centrally located and shown boided in
the cloned gpE sequence. The chioramphenicol interrupted gpE fragment
construct was then used as a linear homologous recombination knock-out
vector for the genetic knock-out of the lambda (DE3) gpE gene residing In E.
coll host etrain BL21(DE3). This knock-out vector was introduced Into the host
cell exactly as described by Kirlll A. Dateenko and Barry Wanner, Proc. Natl.
Acad. Sci USA 2000; 97:6640-6645, except the vector described herein was
used. Putative gpE knock-outs were pralimlaaﬂly Identifled by the ablilty to
grow In the presence of 8 ug/ml chloramphenicol, and were subseguently
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conflmed by PCR analysis. One such gpE knock-out of BL21(DES) was
banked and given the GSK deslignation ECC-023.

ECC-023 was tested for the presence of infactioua phage particies In the
very sensitive plaque assay. As shown in Table 1, the parental BL21(DE?3)
expressed barely detectable amounts of phage when not induced to do so,
approximately 20 pfu, but hearly three orders of magnitude more when Induced
by the SOS response to genetic damage (UV Imadiation). The gpE inock-out
derivative ECC-023 however did not produce any evidence of infectious phage,
even when treated to induce the SOS responge. The data shows that the
BL21(DE3) derivative ECC-023 does not produce any detectable Infectious
phage particles and accordingly Is a sultable host cell strain for
blophamaceutical manufacturing.

Table 1: Production of Infectious phase particlies from E. coll. '

N PEUR

 Netinduced 1508 Induced |
BL2I(DE3) |21 10,000
ECC-023 0 0 -

Example 2

This example shows that culturing cells in a rich medium can prevent
formation of a 6-PGL adduct of His-tagged proteins as compared to minimal
medium.

E. colf BL21(DES3) transformed with plasmid pET28FabZSa, which
encodes the gene for Hexa-hls-FabZ, was grown in MGJK (minimal medium) or
MCJKLB (rich medium) at 37°C until an ODye of 1.0 was reached. Medium
compositions for MGJK and MCJKLB are described in Table 2.

Table 2: Madium composlitions for production of Haxahle-FabZ

Component MGJIK MCJKLB

| KGHPO, 66 mM _ 56 mM

| (NH4)5SO, 38 mM 38 mM

| MgSO, EmM 5 mM
CaClp 1 mM imM
Trace metals* 1mA 1imlL
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Glucocse iogl 1091
Yeast axiract none 5ol
Bacto-tryptone none 10

*Trace metals: 161 mM FeCly, 2.7 mM NagMoO,, 1.4 mM ZnSO,, 25 mM MnCl,,

3.2 mM CuSQ,, 3.4 mM CaClp and 3.2 mM HaBO;

Isopropyt-beta-D-thiogalactopyranoside ("IPTG") was added to a final
concentration of 1 mM and the cells were maintalned at 37°C for four hours
until harvest. Cells were collected by centrifugation at 18,000 x g for 10 min
and lysed by gentle agitation in 10 mM Tris, pH 8.0, 1 mM NagEDTA, 10 pg/mL
lysozyme and 25 U/mL Benzonase (Sigma). Cell debris was removed by
centrifugation at 18,000 x g for 10 minutes and the recombinant protein was
purified from the soluble exiract with NI-NTA resin in batch mode according to
the manufacturer's recommendations (Qlagen Inc., Valencla, CA).
Heterologous proteins were analyzed for the presence of the giuconolactone
modtification by LC/MS analysis. '

MGSSH; His-tag heterologous polypeptide is gluconoylated at a level of
34% of total recombinant proteln when the culture is performed In minimal
medium (MCJK) as shown in Table 3. When the medium is supplementsd or
made rich with yeast extract and tryptone, gluconoylated protein Is not
detactable, also shown in Table 3. Thus, the use of a richer medium can
prevent formation of the 8-PGL adduct.

Table 3: Effect of minimal vs. rich medium on gluconoyiation of a Hia-,
tagged protein expresaed In E, coll

10

Vector N-Terminus | insert | Modifisd % | Hoat Medium | Comments
pET28FabZ8a | MGSSH, FabZ | 34% BL21(DE3) | MGJK minimal medium
pET28FebZ8a | MABSH, FabZ | Not BL21(DE3) | MCJKLB | rich medium
detectable
Example 3

This example demonstrates that an Intemal lysine residue of a
recombinant CXC chemokine {otherwise known as Gro-beta-T) can become
gluconoylated when expressed In E. coll. The cDNA and amino acid
sequences of human Gro-bete-T are provided in Intemational Patent
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Appllcation, Publication No. WO 82/00327 (Jan. §, 1802) as wellas U.S. Patent | { (]
No. 6,042,821 and U.§. Patent No. 6,413,510 , incorporatad herein by
reference In their entirety.

Heterologous protein accumulation during production of a CXC
chemokine (Gro-beta-T) was routinely monitored using a quantitative, high
throughput reversed phase assay. This ssparation was interfaced with a high-
performance electrospray time-of-flight ("ESI-TOF™) mass spectrometer to

_ provide a means of routinely monltoring formation of product related variants,

When expressed in the E. colf BL21(DE3) host, two unique product
modifications were observed. Deconvolution of the mass spectra characterized . .
the variants as exhiblting mass shifts of +178Da and +258 Da compared to °
native product at 7,542 Da.

Product dertved from these fermentations was passed through a
purtfication procedure. In-process samples were characterized using a high -
resolution reversed phase assay that is capable of resoiving minor product -
variants. Liquid chromatography mass spectroscopy ("LCMS®) analysls E
confimed that the new product variants exhibited mass sehifts of +258Da (ret.
time ~14.8 min) and +178 Da (ret. time ~15.2 Da). "

Published Iiterature indicated that thesa +258 Da and +178 Da mass -
shifts had previously been observed in proteins expressed with hexa His-tags
resuiting from the addition of 8-PGL or gluconolactone to the N-terminal
resldue. The CXC chemokine (Gro-beta-T) was not expressed using a hexa
His-tags. Furthermore, the molecule doea not axhibit eny histidine rich regions.
To confirm that the species were product related, each variant was Isolated and
subjectad to N-terminal sequencing. Sequencing confired proper product
saquence and ensured that no hexa His-tag was present.

Varlants were subjected to typsin digestion and peptide mapping.
Comparison with peptide maps generated ueing product standard revealed two
new peaks in the tryptic map with the first peak eluting at 45.8 min (nvz 1084)
and the second peak eluting at 46.5 min (m/z 1174). The new peptides were
isolated and subjected to N-terminal sequencing which indicated that both had
the same sequence (NIQSVKVK (SEQ ID NO:4)). The sequence homology
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and presence of a 80 Da masa difference suggested that the specles differed
only by the presence 'of phosphorylation,

LCMS mass apectrometry analysla was performed on the peak with m/z
1174. The MS/MS experiment confirmed the peak has a sequence of
NIQSVKVK (SEQ ID NO:4). In addition, the y series fragment ions starting
from y3 Including y3, y4, ¥5, and yé shown mass Increase of 258 Da.

Howaver, the y2 lon did not show mass Increase of 258 Da. This data
indicated that the modification was on Lysine (no. 23 In the sequence) with
maas increase of 268 Da. - .

To confirm that the modification observed was due to product
gluconoylation, in vitro reactions were developed that employed reactive L-
glucono-1,5-4actone or galactonic acld. Previous work had shown that these °
specles were capable of inducing addition of gluconoyl specles to the hexa His-
tag [Geohegan, of al]. '

Purifled CXC chemokine (Gro-beta-T) was buffer exchanged Into a TRIS
buffer at pH 8.0. L-glucono-1,5-actone or galactonic acld were added toa
concentration of 450 mM and samples were Incubated at room temperature for
twenty minutes. Both lactones Induced the same +178 Da modification of the
CXC chemokine observed during expression in E. cofl.

Example 4

This example lliustrates the gluconoylation of intemal lysine residues of
& recombinant human Interleukin (human IL-18) expressed in E. coll.

High resolution reversed phase HPLC coupled with ESI-TOF mass
spectrometry was employed to acreen an Interlaukin prodtuct for 6-PGL
adducts. Analysls of B-strain expressad interleukin ylelded a product related
apecies exhibiting a mass difference of +178 Da. Since the protein was
expressed without a hexa His-tag, the modification was likely occuning at an
internal lysine residue as had been observed with the CXC chemokine {(see
Example 3).

High resolution reverse phase HPLC analysis of the interleukin molecule

enabled identification of mulitiple product specles exhibiting +178 Da masa
24
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ahifta at RT 21.0, 22.0, 23.0 minutes and an additional minor species exhiblting l/, %
a +258 Da shift (AT ~27.5 minutes). :
In vitro modification of the Interleukin was also evaluated with L-glucono-
1,5-lactone at pH 8.0, as described in the previous example. This reaction
agaln ylelded the same +178 Da modlfications observed when the interleukin
was exprossed In B strain of E. coll.

Example &

This example shows that culturing cells In rich medium prevents
gluconoylation or PGL adduct formation of intemal lysine residues of a
recombinant protein. Three fed-batch fermentation processes were compared
in this study. The difference between the fermentation rune was the batch

'medium and feed compositions used during the production phase. A rich

med!um was used in the Process | fermentation, while the second and third
batches (Processes |l and Ill) were performed with a minimal medium. -

_Glycerol was used as feed medium In Process | and ll, while glucose was used

in Proceas Ill. .

- The fermentation process to produce a recomblnant Intarloqkln In E. colf
was camied out in a fed-batch mode In a 15-liter fermenter. The fermentation
was started as a batch process. The Inoculum was prepared by aseptically
transferring 0.5 mL of a glycerol stock culture into 1000 mi of PYE medium In a
2.8-L flask, as shown In Table 4.

Tables 4. Seed medium composition for axpansion of Inoculum Into
fermentera.

tem Batch Medium
concentration
Yeast Extract SgL
Phytone peptone 10gl
Sodium chilorkle 10g/L
Dexirose 10gh
Kanamycin sulfate 50 mg/L
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The culture was grown ovemight at 27.5°C on & rotary shaker. The
shake flask culture was then transferred Into a fermenter contalning 5 L of
batch medium. The production medium consists of salts, amino aclds, and
kanamycin sulfate. Additionally, the rich medium ls supplemented with high
concentrations of yeast extract and phytone peptone, as shown in Table 5.

Table 5. Production stage medium composition for comparison of rich va.

U7

- Batch Medlum Concentration
Hem Proceas | Procses il Proceas 11l

| Yeast Extract 48 g/ 5.8 gl 5.8 g/l

[ Phytons peptone 2401 1891 1.6 gl
(NH4)gSO04 none 5gn S5l

| NaCl none 1.3gl 13gl
Dextrose none none 33.5g/l.
Gilycerol 26 g/l 26 g/l none

| KHPO, 15390 8gh 6ol

| KH,PO 170" 3N 3gL
Trace matals* 1mL/L 1 mLA. 1mlA
MgSO, 5 mM 5 mM 5 mM

_1mM 1inM 1nM_

Ka_narnﬂn sulfate 30 mph 30m 30 m
* Trace Matals eolution; FeClp.6H20, 37.8 g/L; NagMoO4.Ho0, 0.7 g/l;
ZnS04.7H20, 0.4 g/; MnCla.4H0, 0.6 g/l; CuS04.6H0, 0.8 g/L; CoCly.6Ho0,
0.8 p'L; H3BO3, 0.2 g/l :

The pH of each medium was maintained at approximately 7.3 using

ammonlum hydroxkie. Temperature was controlled at about 27.5°C. Feed
" medlum, glycerol or dextrosa was sterilized separately and aseptically
connected to a fermenter using sllicone rubber tubing.

Supply of feed medium was [nitiated when the Initial batch amount In
culture was depleted. A polarographic oxygen electrode monitored dissolved
oxygen tenaion In the fermenter. Carbon feed rate was controlied In a cascade
mode to keep constant dissolved oxygen tension above 20%. Aeration was
maintained at 10 sipm and pressure at 7.0 psig over pressure. Agitation epeed
of 800 rpm was used from beginning to the end of the fenmentation run. Atan
ODg5p of approximately 40 units, 100 mL of 1 mM IPTG wes injected into

culture to Induce recombinant gene expression.
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Reverse-phase HPLC analysle of the samples collected 24 hours post
IPTQG addltion indicated reduction In the level of gluconolactone in the product,
The absence of 6-PGL adduct In Process |, and Its presence in Process |l and
tll, indicates that the use of rich medium, and not glycerol carbon source, was
responsible for elimination of the 6-PQL adduct. Table 8 summarizes the
results of the analysia.

Table 6. Anslysle of phosphogluconolactone adduct In three fermentation

procesaes to produce a recombinant interleukin.

phosphogiuconolactone adduct on human
Praceas No. {nteriueidn (IL-18)
Process | Absent
Procesa |l Prasent
Process [l Present
Example 6

Thie example shows that the K-12 strain of E. colf has 100-lold higher
pgl activity than B straln. . -
B-Phoaphogiuconolantonasa activity was measured In extracts of two
different straine with BL12(DES3) as the parental one, ECC005 and ECO680,
and two other straing originated from a K-12 genotype, ECO706 and ATG3905.
To cutture the strains, 2-L. shake flasks containing 1 L of PYE medium +
1% glucose and 50 pg/iml kanamyein were inoculated with 0.4 mL ofcell
suspension from frozen vials. Incubation was at 30°C, with an agitation of
220 rpm for 8 or 7.5 hours. Samples were taken at the indicated time points to
measure the optical density at 550 nm and collect pellets to measure the pgl
activity. Detalls of /n vitro assay to measure the pgl activity s presented below.
The pg! activity was assayed fluorimetrically, at 340 nm and 25°C, In
cell-free axiracts. The cell-free extracts were prepared as previously described
(Maitra and Lobo, Journal of Biological Chemistry 246: 475-488(1971)); with
essentlally the same resuspension buffers, 50 mM-HEPES pH 7.3 contalning
5 mM-EDTA and 5 mM-f-mercaptosthanol, but cells were broken by sonication
(5 cycles of 20 sec.). .
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The pgl was assayed using a previously published method (Sinha and H 5
Maltra Joumal of General Microblology, 1992; 138: 1865-1873) with some
modifications. The assay consisted of a pre-incubation of 1 mL-mixture
containing 50 pM-glucose-6-phosphate, 0.5 mM-NADP+, and 1 unit of glucose-
6-phosphate dehydrogenase In 100 mM-MES butfer, pH 6.5, contalning 25
mM-KCI and 10 mM-MgCl2. Once the reaction reached the plateau, it was
followed by the addition of 2 units of 8-phosphogluconate dehydrogenase
reaulting in a slow Increase In the absorbance due to the spontaneous
hydrolysis of the 8-PGL formed during the pre-incubation step. At the addition
of cell-free extracts, any significant Increment In the fluorescence Is because of
the phosphoglunolactonase activity. All pgl activities were estimated In the
linear range of the absorbance Increase following addition of the cell-free
extract.

The enzymae activity was estimated by subtracting the rate of
spontaneous hydrolysis of -PGL. The enzyme activities were expressed In
mmol NADPH per minute and per mg of total protein. Total protein was
determined by the Bicinchoninic acld (BCA) Protein Assay (Plerce, lllinols,

USA).

In the strains based parentally In a K-12 genotype, we have detected -
upwands of 100-fold more activity than In B strains.

Table 7 summarizes the results of the enzyme assays on the two strain
backgrounds.
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Table 7: Phosphogluconolactonase activity measured In K-12and B

strains of E. coll

"K" STRAINS
Cultivation ] $p. Hydrolysle
Straln Time (h) {(mmol NADH/m
ATCC 10708 56 1.061 0.0011
8.5 2.800 0.0012
7.5 2.584 0.0012
. |K-12 axpressing a 7.5 3.5 0.0011
human interleukin (iL-
18)
“B" STRAINS
Cuitivation Activity Sp. Hydrolysis
Strain__ Time (h) _|(mmol NADH/min/mg protein)] (mmol/min/mg protein) |
TCC 47082 5.6 0.028 0.0012 .
BL21(DES) axpreasing a 556 0.082 0.0012
uman interleukin (IL- .
18)
. 8.5 0.019 0.0011
1.6 0.032 0.0012
Example 7 , ) .

This example shows that expressing a heterologous polypeptide, a CXC
chamokine (otherwiee known as Gro-beta-T), In E. coli BL21 strain resulta In 6-
PGL adduct, whereas expressing the same polypeptide in a K-12 etrain
prevents giuconoyiation of intemal lysines.

Ten fermentation runs were camed out using four different strains of E.
coll constructed to recombinantly express a CXC chemokine. This example
demonstmtes the effect of host background versus promoter system on the
preaence of 6-PGL adduct formation of the recombinant proteln by using two
expresgsion systems with each host cell background. Table B describes the
strains that were used.

Table 8: Host background and promoter aystema used to express a CXC
chemokine In E. coll.

[ Straln No. | Host Background | Promoter system
1 BL21(DE3) 17 polymerase
2 K-12 (DE3) 17 polymemase
3 _BL21 (DES) Lambda pl.
4 K12 Lambda
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Fermentation to produce the CXC chemokine (Gro-beta-T) in E. collwas
carried out In a fed-batch mode In a 15-liter fermenter. Fermentation was
started as a batch process. Inoculum was prepared by aseptically transfianing
0.75 mL. of a glycerol stock culture into 100 mL. of PYE medium in a 500 mL
bafflad flask. Culture was grown for 7 hours at 32.0°C on a rotary shaksr.
Shaken flask culture was then mixed with 1.0 L of PYE medium and transferred
into a fermenter contalning 8.0 L of baich medium. Production medium -
consisted of salts and elther carbeniclilin or kanamycin sulfate depending on
the promoter. Media formulations for seed expansion are provided In Table 9,
and medium formulation for production of CXC chemokine in E. cofi are

_ provided in Table 10.

Table 9: Medlum formulation for seed sxpansaion.

Component Concentration
Yeast Extract Sl
Phylons peptone 10gL
[ Sodium chiaride 0L
 Dexiross TiopL
Kanamycin sulfate 50 mg/L

Table 10: Medlum formulation for production of CXC chemokine In E. coll -

Component Concentration
Ammonium Sulfate 5
 Potassium phoephate, Dibasic 8 gl
Potassium phosphate, Monobasic 3
Sodium chioride 1.3
Dexirose 18 gl
Magnasium sulfate 4.8 pL
| Biotin 1
| Trace Metals * 10 mUL
Kanamycin sultate 50 mp/L
-or-
Carbeniciliin 25 mg/l.
* Trace Metals solution: FeClp.8Ho0, 3.78 g/L; NapMoO4.Ha0, 0.7 g/l
ZnS04.7H0, 0.4 g/L; MnClp.4H20, 0.5 g/l; CuS04.5H20, 0.8 g1
CoClp.6H20, 0.8 g/l; HgBOg, 0.2 gl
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pH of each medium was maintained at about 7.0 using ammonium
hydroxide. Temperature was controlied at about 32.00C and increased to

about 37.59C at Induction. Feed medium and dextrose were sterilized
soparately and aseptically connected to a fermenter using sillcone rubber
tubing.

Supply of feed medium was Initlated when the nitlal batch amount in the
culture was depleted. A polarogrephic oxygen electrode monltored dissolved
oxygen tenslon in the fermenter. Carbon feed rate was controlled In a cascade.
mode to keep constant dissolved oxygen tenslon above about 25%. -Aeration
was maintained at about 10 sipm and the pressure at about 7.0 psig over
preasure, Agitation speed of about 400 rpm was used at the beginning and
Increased as required to malntain about 25% dissolved oxygen tension. Atan
ODg5q of approximately 14 units, 100 mL of 1.0 mM IPTG was injected into the

culture, or the temperature was increased to 37.56°C to Induce recombinant
gene expression.

None of the fermentation runs using a K-12 host background had
detectable 6-PGL adduct formation on recombinantly expressed polypeptide,
whereas runs using B strain in concert with T7 promoter all exhibited the -
presence of detectable 8-PGL adduct formation on recombinantly expressed:
polypeptide. The three runs using B straln and the pL promoter did not have
detectable adduct formation. These data demonstrate that expressing a
recombinant protein in a host strain having pgl activity, e.g. K-12, may prevent
6-PGL adduct formation in recombinant proteins that are susceptible to this
modification, see Example 3. The presence of 6-PGL adduct formation in CXC
chemokine expressed In E. coil B and K-12 etrains Is presented for each
fermentation in Table 11.

31



10

15

WO 1004078936 PCT/US20047006507

Table 11: Presence of 6-PGL adduct on CXC chemokine expressed by T7
or pL. promoter in E. coll B and K-12 etrains.

Strain genotyps | Promotsr| Run No. | Gluconolactone adduet & hr |
m:::ut Induction "
product pea

. 7 1 217

2 5.8

3 4.2

Average 106
12 7 1 0
2 0
Average 0
(B [pL 1 0
2 0
3 L]
|Average 0
'k12 |pL 1 0
2 0
—|Avnrm 0

Example 8.

This example shows that expressing a heterclogous polypeptide, human .

interieukin (human IL-18), In E. col/ BL21 siraln results in 6-PGL adduct
formation, whereas expreasing the same polypeptide in a K-12 strain will
prevent 6-phosphogluconaylation of intemal lysines.

E. coliBL21 (DES) and K-12 stralna were constructed to express a
human interleukin (IL-18). Cultures ware grown in minimal medium as
deacribed In Example . Monftoring for product modification with 6-PGL was
conducted at various time points throughouit the culture, using methods
described in Example .

Results are expressed as peak area ratios of unmodified product to
modified product. Higher numbers indicate a lesser proportion of gluconoylated
product. it Is evident that the extent of gluconoylation in BL21(DE?3) strain Is
significantly greater than In K-12 strain. Phosphogluconoylation of a human
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interleukin (IL-18) expressed in B and K-12 strains of E. colf is summarized in
Table 12,

Table 12: Phosphogluconoyliation of a human Interleukin expressed in B
and K-12 stralns of E. coll

Area ratio of unmodified
| £ coflstrain__| Time post induction () | product to modified product
K-12 )] 58.4
18 445
20 NAd
22 203
24 300
| BL21{DES) 22 8.3
24 7.7
N/d = modified product not detectable
]
Example 8

This example illustrates that overexpreesion of heterologous pgl In E.
coll host cells leads to increased metabolic converslon of 6-PGL to It product
6-phosphogluconate thereby reducing the pool of 6-PGL avallable for adduct
formatlon. A P. aeruginosa pgl gene was cloned and engineerad intoa -
plasmid based inducible expression vector system that Is compatible with
colE1 origin of replication based plasmids, such that two diiferent plasmids
may be malntained In the same host cell. The Inducible expression level of
P. aeruginosa pgl can be regulated at will, in a fashion Independent of
endogenous E. colf metabolic pathways and independent of the Inducible
expression of the recombinant protein of interest. Accordingly, recombinant
pg| expression can be regulated such that the pool of 6-PGL was diminished
below the level required for adduct formation, but not to the exitent that host
cell resources were substantially affected. Therefore, the level of the deslred
recombinant protein can be separately regulated to give very high expression
lovels.
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Cloning of P, seruginosa pgl,

P. asruginosa pgl was cloned as follows. P. asruginosa was obtained
from the American Type Cuilture Collection (Ametican Type Culture Collection,
12301 Parklawn Drive, Rockville MD 20852-1778). Pseudomonas asruginosa,
strain ATCC 278563. 5' and 3' PCR amplification primers were designed and
synthesized to direct the PCR amplification of the entire pgl gene, including the
region just upstream of the Inltiation codon ATG. The sequence of the ssnse
and anti-sense amplification primers are:

5’ GGCCTCGAGCTCAATAACCCTGATAACCC ¥ (SEQ ID NO:4)
and
5' QCCCTCAAGTCCQCCACTCAQGGATACCAAT (SEQ ID NO:5)

respactively. Bolded sequences Indicate Xhol sites introduced Into the gene to
enable subsequent cloning steps.

it was additionally found that the P. aeruginosa gene ls very GC-rich and
will not PCR amplify under normal amplification conditions. It was found that
PCR ampilification requlres the use of PCR amplification conditions that are
optimized for GC-rich templates, specifically Advantage-GC cDNA Polymerase
Mix (cat. 8410-1; BD Biosclences Clantech:Palo Alto, CA; USA). The
comesponding pgl DNA sequence (SEQ ID NO:7) encoding the polypeptide
SEQ D NO:8 was PCR amplified from whole P. asniginosa celis after 25 cycles
of 84°C for 30 seconds followed by 68°C for 1.5 minutes. The amplification
was then completed by a singie Incubation at 68°C for 3 minutes. The PCR
product was solated by agarose gel electrophoresls and column
chromatography over a QlAquick Qel Extraction Kit (cat. 28704, Qlagen:
Valencla, CA; USA). The amplified, gel purified pgl DNA was eluted in water
and immediately cloned into the cloning vector pCR2.1 using a TOPO TA
Cloning® kit {cat. K4550-40, Invitrogen: Carisbad, CA; USA) and transformed
into One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coll {cat. C4040-06,

Invitrogen: Carisbad, CA; USA). Resulting amp’ colonles were screened for
Inserts by EcoRl digestion and slectrophoreels of the products. Sequence
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verified inserts were released from the cloning vector by Xhof digestion and 6
purified using the QlAquick Gel Extraction Kit. pECO-1 expression vector DNA
(BloCat 73552, GlaxoSmithKline: King of Prussia, PA;USA) was cut with Sall
and treated with Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP) (cat M0290S, New
England Blolaba:Beverly, MA; USA ), and then purified using the QlAquick Gel .
Extraction Kit. The Xhol digested Inserts and the Sall treated pECO-1 were .
ligated using T4 DNA ligase essentlally as described by the manufacturer (cat.
M0202S; New England Blolabs: Beverly, MA; USA). Two microliters (2 ) of
the ligation reaction was transformed into One Shot® TOP10 chemically
Competent E. coli cells as described by the manufacturer (cat. C4040-06;
Invitrogen: Carisbad, CA; USA). Colonies were screened for the presence pgl
Inserts in the correct orlentation by PCR. Clone pECO-1pgict2-13 was selected
for further study as set forth below.

The resulting construct is based on the pACYC184 plasmid backbone,
and comprises the following genetic functlonal elements: (1) p15A ori, which
allows plasmid episomal maintenance In the same hoet ceil as hetsrologous

plasmids with the colE1-type ori element; (2) chioramphenicall selectable '

_ marker;.(3) a tetracycline inductble promoter upstream of a multiple cloning

site; (4) the full length P. aeruginosa pgl gene.

The final construct, pECO-1pgici2-13, was transformed as described
above into BL21 (DE3) cells expreasing a human Interleukin for further study.
The DNA sequence of pECO-1pglci2-13 sequence Is presented as SEQ 1D
NO:9 and the restriction map of pECO-1pgici2-13 s presented in Figure 1.

Cultures were performed as described in Exampie 3. Analysis for 6-PGL
adduct was performed as deacribed in Example 4. Phosphogiuconolactonase
activity was measured as described in Example 6. Addttional strains
expressing the human Interleukin (IL-18) that were examined in the study
Include BL21 {DE3) without pECO-1pglci2-13 and K-12, The strains with the
pgl plasmid were examined with and without the addition of anhydrotetracycline
at 20 ng/mL. A summary of the presence of absence of 6-PGL adduct
formation In cells expreasing pgl Is summarized in Table 13 as shown below.
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Table 13: Impact of pgl expreasion on phosphogluconoylation of a human
Interieuldn

— S— 6‘7

Maximum pgl activity | 6-PGL adduct formation
Straln IWmin/g DCW on human Interjeukin
(IL-18) N
BL21 (DE3) 0.002 Present
BL21 (DE3) pECO-1pgici2-13, no tet 0.50+ 0.13 Absent
 BL21 (DES) pECO-1pgicl2-18, tet Induced 0.84 1 0.11 Abeant
K12 0.9610.14 Absent
 DCW=dry cell weight

This example has demonstrated that co-expression of Pseudomonas
phosphogluconolactonase with the human Interieukdn (IL-18) successfully
prevents formation of the 6-PGL adduct In the B strain of E. coll.

_Example 10 _

Human interleukin-18 (IL-18) is an immunomodulatory cytokine that is
being developed as an antl-cancer agent for the freatment of renal ceil
carcinoma and malignent melanoma. Descriptions of human and murine IL-18
are presented In the following U.S. patents: U.S. Pat. No. 6,582,689,-U.S. Pat.
No. 5,914,253, U.S. Pat. No. 5,879,942, U.S. Pat. No. 5,912,324, U.S. Pat. No.
5,914,253, U.S, Pat. No. 6,060,283, U.S. Pat. No. 6,087,116, and U.S. Pat. No.
6,214,684, which are incorporated herein by reference in their entirety. IL-18 Is
belleved to stimulate the Immune system, promote Fas-induced tumor cell
death and cell mediated Immunlty. The polypeptide sequence of IL-18 (SEQ ID
NO:10) may be produced in E. coli BL21(DE3). It may be expressed from the
polynucleotide sequence for pro-IL18 (SEQ ID NO:11), which Is further
processed to mature IL-18 by a processing enzyme, Caspase 5, co-expressed
in the same csll.

6-Phosphoglucanolactonase from Gram-negative bacterium,
Pssudomonas aeruginosa, was cloned into a BL21(DE3) straln. Production of
IL-18 in this strain producss IL-18 with no detectable adduct formation resulting
In a direct Increase In the yleld of the desired product. Furthermore, the
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correction of the pgl deficiency has also resulted in >10% Increase in specific
productivity. Thus, the combined effect of product quality and specific
productivity Improvernents by the use of this modified production strain has
translated Into a >25% increass In titer yleld at the fermentation stage. Itis
anticlpated that the elimination of adduct formation will have a direct, positive
impact on the purlfication process and further Increase the overall process
yield. )

Example.11 .

Gluconoylation of IL-18 was monitored by HPLC analyses on IL-18
produced In BL21(DEB3) cells with and without co-exprassion of pgl. Adduct
formation was detectad as a shoulder peak eluting approximately two minutes
after purified IL-18, When IL-18 was expressed In and purified from E. coll
straln BL21DE3 (pgl minus), the maln peak area (l.e., area of the peak for IL-18
having no detectable gluconoy] adduct formation) for {L-18 was approximately
56%. While expression and purification of IL-18 Is BL21(DE3) (pgl plus) cells
produced a maln peak area of about 88% and showed no adduct formation
based on the High Resolution HPLC assay.” '

Example 12

Two vectors were created compriging polynuclectides that encode pro-iL-18
(SEQ ID NO: 11), Caspase 5 (SEQ ID NO:12). Both were pET vectors wherein
polypeptide production was Induced using aT7 promoter. One vector alao
comprised a polynuclsctide encoding pgl from P. aeruginosa (SEQ ID NO:7)
that was Induced by the same promoter as pro-IL-18. The entire sequence of
the pET vector comprising pro-IL-18 and Caapase 5 Is presented in SEQ ID
NO:13. A restricion map of this vector ls presented In Figure 2. The entire
sequence of the pET vector comprising pro-iL-18, Caspase 5 and pgl is
presented In SEQ ID NO:14. A restriction map of this vector s presented in 3.
When IL-18 was expresased In E. coll BL21(DE3) cells using these vectors, the
amount of recoverable IL-18 was greatly Improved when the polypeptide was
co-expressed with pgl compared with the expresslon of IL-18 without pgl. The
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amount of recovered [L-18 obtained from each expression vector in E. colf
BL21(DE3) cells is presented In Table 14.

Table 14: IL-18 Maximum TiHer Produced In "B" Strain E. coll with and

without Co-expression of pgl

Straln* pol gene Mmximum Titer (g/.)
|RBBO57 No 4.32 (+/- 0.4)
IrBBOSS Yes 6.78 (+- 0.1)
*Both straine are E. coff B strain

All publications and references, including but not limited to patents and -
. patent applications, clted In this apecification are herein incorporated by
reference In thelr entirety as if each individual publication or referance were
specifically and Individually Indicated to be incorporated by reference herein as
10 being fully set forth. Any patent application to which this application claims
priority Is also Incorporated by reference-herein In Its entirety in the manner
described above for publications and references. S
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1. A method for preventing gluconoylation of a polypeptide expressed In &
microorganism, comprising growing sald microorganism in rich culture medium.
2,  The method of claim 1, wherein the microorganism-does not
demonstrate significant &-phosphogluconolactonase activity when grown in
minimal medium.

3. The method of claim 1, wherein the microorganism is E. colf.

4, The method of clalm 3, whereln the E. collIs B strain.

5. The method of claim 1, wherein the rich culture medium comprises a
complex nitrogen source.

6. The method of ¢lalm 5, wherein the rich culture medium is capable of
malntaining cell growth at ratlo of 1:1 for concentration of complex nitrogen
source to cell density. .

7. The method of claim 5, whereln the complex nitrogen source comprises
tryptone.

8. The method of claim 5,wherein the complex nitrogen source comprises
peptone. '

9. The method of clalm 5, whereln the complex nitrogen source comprises
yeast extract. :

10. The method of claim 1, whereln the culture medium is Superbroth.

11.  The method of claim 10, wherein the Superbroth medium is doubly
concentrated.

12. The method of claim 1, wherein the microorganiem Is transfected with &
recombinant DNA molecule encoding a heterologous polypeptide. _
13. A method for praventing gluconoylation of a polypaptide expressed In E.
coli comprising fermenting a K strain variety of E. colf for the exprassion of the
polypeptide.

14. The method of claim 13, wherein the K strain demonetrates 100-foid
higher phosphogluconolactonass activity compared with B strain grown under
the same conditions.

15. The method of clalm 14, whereln the K strain is K-12.
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16. A method for preventing gluconoylation of polypeptides expressed In a
microorganism, comprising Introducing DNA Into the microorganism, wherein
the DNA encodes a polypep_tlde that demonstrates 6-phosphogluconolactonase
activity. .

17. The method of claim 18, wherein the microorganaim is E. coll.

18. The method of claim 16, whereln the DNA comprises DNA encoding a 6-
phosphogluconolactonase enzyme.

18. The method of claim 18, wherein the DNA encoding the 6-
phosphogluconolactonase enzyme has at least 70% sequence kdentity to DNA
encoding 6-phosphogluconolactonase from Pseudomonas.

20. The method of claim 19, wherein the Pseudomonas is P. aeruginosa.
21. The method of claim 18, wherein the DNA encoding the 8-
phosephogluconolactonase enzyme haes at least 90% sequence Identity to SEQ
ID NO:7.

22. The method of claim 18, wherein the DNA encoding the 6-
phosphogluconolactonase enzyme has at Jeast 95% sequence Identity to SEQ

. IDNO:7.

23. The method of claim 18, whereln the 8-phosphogluconolactonase -
enzyme has an amino acld sequence having at least 90% sequence [dentity to
SEQ ID NO:8.

24. The method of claim 18, wherein the 6-phoaphagluconolactonase
aenzyme has an amino acid sequence having at Jeast 85% sequence Identlty to

+ SEQID NO:8.

25. The method of claim 18, whereln the DNA encoding the 6-
phosphogluconolactonase enzyme comprises the sequence set forth in SEQ ID
NO:7.

26. The method of claim 16, wherein the DNA is recombinant DNA.

27. The method of claim 16, wherein the DNA is transformed into the
genomic DNA of the microorganism. ;
28. A microorgenism capable of preventing gluconoylation of polypeptides.
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29. The microorganiem of claim 28, wherein the microorganism comprises

. DNA that encodes a polypeptide that demonstrates &6-

phoaphogluconoclactonase activity.

30. The microorganism of claim 28, wherein the microorganism comprises
DNA that encodes 6-phosphogluconolactonase.

31. The microorganism of clalm 28, whereln the DNA that encodes 6-
phosphogluconolactonase has at least 90% sequence Identity to DNA encoding
a 6-phosphogluconolactonase enzyme from Pssudomonas and wherein the
microorgansim Is not Pssudomonas.

32. The microorganism of claim 28, wherein the DNA that encodes 6-
phosphogluconoclactonase has at least 95% sequence identity to DNA encoding
a 8-phosphogluconolactonase enzyme from Pseudomonas and wherein the
microorgansim Is not Pseudomonas.

33. The microorganism of claim 31, wherein the DNA that encodes 6-
phosphogluconolactonase Is from P. aeruginosa. '

34. The microorganism of claim 28, whereln the microorganiem Is a straln of
E. coll.

35. , The microorganism of claim 31, wherein the microorganiem Is a strain of
E. coli and the wherein the DNA that encodes 6-phosphogluconolactonase is
incorporated into the genome of the microorganism.

36. An [solated polynucleotide comprising a polynucleotide having at least a
90% identity to the polynucleotide set forth in SEQ ID NO:7.

37. The Isolated polynucleotide of claim 36, comprising a polynuclectide
having at least a 80% Identity to a polynuclectide encoding a polypeptide
comprising amino aclds having at least 80% saquence identity to SEQ ID NO:8.
38. The Isclated polynuclectide of claim 38, wherein the DNA encodes a
protein demonstrating 6-phosphogluconolactonase activity.

39. The isolated polynucleotide of claim 38, whereln the DNA sequence Is
set forth In SEQ ID NO:7.

40. The Isolated polynuclectide of clalm 38, wherein the DNA sequence has
at least 90% sequence Identity to DNA encoding 6-phosphogluconolactonase
from P. aeruginosa.
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41. The Isolated polynuclectlde of claim 35, further comprising a
polynucleotide that encodes human interdeukin—18.

42. An lzolated polynuclectide, comprising a polynucieotide having at least a
85% Identity to the polynucleotida set forth in SEQ ID NO:7.

43. A method of improving polypeptide crystal formation comprising
expreasing said polypeptide according to the method of claim 1.

44. A method of improving polypeptide crystal formation comprising
expressing said polypeptide according to the method of claim 16.

45. The method of claim 1, further comprising improving growth efficlency
wherein sald polypeptide demonstrates an increased tier yleld at fermentation
stage compared with gluconcylated polypeptide.

48. The method of claim 18, further comptising Improving growth efficlancy
wherein sakd polypeptide demonstrates an Increased titer yleld at the
fermentation stage compared with gluconoylated polypeptide.

47. A method of producing a human Interleukin comprising co-expressing

" sald human Interieukin in a microorganism with an enzyme having 6- -

Phosphogluconolactonase ("pgl*) activity.
48. The method of claim 47, wherein the human Interleukin Is IL-18.

49, The method of claim 47, wherein the microorgansim is E. coll.

50. The method of claim 49, wherein the pgl is encoded by a polynucleotide
that Is transformed into genome of sald E. coll,

51. A mgthod of producing a human Interleukin comprising expressing sald
human Interieukin in a microorganism that is grown in a rich cufture medium.
52. The method of claim 51, wherein the human Interleukin le IL-18.

53. The methad of claim 51, wherein the microorgansim Is E. coll.

54. The method of claim 51, wherein the rich culture medium comprises
phytone peptone.

55. The method of clalm 51, wherein the rich culture medium comprises
bacto yeast extract.

58. A microorgansim completely free of infectious lambda phage exprassion.
57. The microorganiasm of claim 56, wherein lambda phage capsid structural
protein, gpE, le deleted or disrupted.
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68. Tha microorganism of claim 56, wherein the microorganism Is E. col.
58. Tha microorganism of claim 56, comprising a T7 RNA polymerase gene.
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58Q ID NO:%

PECO-1pglclld~13

1

61
121
181
a4
3101
]3]
421
481
541
601
661
721
781
a4l
501
961
1021
1081
1141
120
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
18321
15681
2041
2101
i1e1
¥ ¥ 8
4281

GAATTCCGGA TGAGCATTCA TCAGGCGGGC
GTGCTTATIT TTCTTTACGGE TCTTFAAAAA
ATAGGTACAT TUAGCAACTG ACTGARATGC
TATATCARCG GTGGTATATC CAGTGATTTT
ARATCTCGAT AACTCARAAA ATACGCCCGG
GAGAMCCTCTT ACGTGCCGAT CAACGTCTCA
GGTATCAACA GGGACACCAG GATTTATTTA
PTATTCGGCG CAMAGTECGT CGGGTGATGC
GTTTTTGAGG TACTCCAGTY GCTTCTOTTT
ACGGGATGAT GCGTAACGAC ARAAGCACCG
GGCTTACTAT GTTGGCACTG ATGAGGGTGT
AAGGCTGCAC CGGTGCGTCA GCAGAATATG
ACTGALTCGC TACGCTCGET COTTCGACTO
GGAGATTTCC TGGAAGATGC CAGGAAGATA
AGCCGTTTTT CCATAGGCTC CGCCCCCCTA
AGTGGTGGCG AAACCCGACA GAARCTATAAA
TCGTGCGCTC TCCTETICCT GCCTTTCGET
OTTPETCTCA TTCCACGCCT GACACTCAGT
PQTATGCACE AACCCOCCAT TCAGTCCGAC
GAQTCCAACC COGAAAGACA TGCAAAAGCA
AGAGGAGTTA GTCTTGAAGT CATGCGCCGA
TGACTGCGCT CCTCCAAGCC AGTTACCTCG
CGARARACCG CCCTGCAAGG COGTTTTTIC
AAAACGATCT CAAGRAGATC ATCTTATTAA
ATTTATCTCT TCAARTGTAG CACCTGAAGT
ATGTTTGACA GCTTATCATC GATAAQGCTTT
AACGCAGTCA GGCACCGTOT CATATGGATC
CCTGGTGGCC COCGATGAGA GGAGTTGATA
GCATCEGCCT GCAGGTCTCE GGCAGCGOCCE
TCGCOAGCCE GTTGUGCTOS GCOCTIGECCE
GTGGOCACAG TCCGUTAGCC TTCCTCGAAG
GEATCACCGT CAGCCTGGCC GACAAGCACT
CCGGCCTGAET TCOCCGCCAC CTGCTCCATG
TCTACCAGCC GGCGGCGAGC CTEGAGGARD
AGCTGCCATT GCCGATCGAC GTECTGETCC
CGOTATTCCC GAACAGCCCT GGCCTGAACC
GCCTGCCGAT GTGGGCECCE AGCETGCCGC
TGGCEGECAGC GAAGGTOCAG CTGCTGGECGA

AAGARTGTGA
GGCCOTAATA
CTCAAAATGT
TTTCTCCATT
TAGTAATCTT
TETTCGCCAM
TTCTGCGAAG
TACCAACTTA
CTATCAGCTG
COQGACATCA
CAGTGAAGTG
TGATACAGGA
CAACGAGCGA
CTTAACAGGG
ACAAGCATCA
GATACCAGAC
TTACCGETAT
TCCRGATACG
CGCTECACCT
CCACTAGCAG
TTAAGGCTAA
GITCARAGAG
GTTTTCAGAG
TCAGATAMAA
CAGCCCCATA
AATGCGATAG

GCGAGGCGGC
CGGCCGRGCT
TCGGCATGGG
TGGCGATGGA
ACCAGCACCT
TCCABGGCCA

PCT/US2004/006507

ATAAAGGCCG GATAAAACTT
TCCAGCTGAA CGGTCTGGTT
TCPMMTACGAT GCCATTGGAA
TTAGCTICCT TAGCTCCTGA
ATTTCATTAT GGTGAAAGTT
AAGTTOGCCC AGGGCTTCCC
TGATCTTCCG TCACAGGTAT
CTGATTTAGT GTATGATGGT
TCCOTCCTOT TCAGCTACTG
GCGCTAGCGG AGTGTATACT
CTTCATGTCG CAGGAGAAAA
YATATTCOGC TTCCTCGCTC
AAATGGCTTA CGAACGGRGC
AAGTGAGAGG CCCOCGGCAA
CGAAATCTGA COCTCARATC
@TTTCOCCCT GACGGCTCCC
CATTCCGCTG TTATAGCCGE
CAGTTCQCTC CAAGCTGGAC
TATCCGGTAA CTATCGTCTT
CAGCCACTGG TAATTGATTT
ACTGAAAGGA CAAGTTTTGG
TTGGTAGCTC AGAGAACCTT
CAAGAGATTA CGCGCAGACT
TATTTCTAGA TTTCAGTGCA
CGATATAAGT TGTAATTCTC
TTTATCACAG TTAAATTGCT
TCGAGCTCGA GCTCGATGGC
TAAGTTGAAG CTGCCGGCCE
CCOCGGECTG GOCGCCAAGG
GGCOCTGCTG GTCOTATCCE
CGAGCCUCTE GACTGETCAC
GTCOCATGCC GATAGCARCG
GAAGGCGCGC TTCATCOACS
GGCCAACCAT CACCTGCACG
CGACGACGGC CATACCACCT
TCCCCAGGGE ACGCGCCETT
GACCCTECOS CACACCETAC
GTCCAAGCTG GCCACCCTGA

ACCCOGCECT OGECUGTOGALD GACAAACGGC QEATACCOGGT TCACGCCTTC CTCCUCGOaC
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2341
a4
2461
2531
2581
a641
2701
2761
4821
a@el
2941
ool
3061
3131
lel
3241
Jaor
3361

COCTGACGAT CCATTGGTAC CCCTGAGTOG
CTCATTTCTT ATTCTGAGTT ACAACAGTCC
GCGCGGGACA TGACTATCOT CACCACACTT
GGACAGETGC COGCAGCACC CAACAGTCCC
CCGAAACAAG CGCCCTGCAC CATTATGTTC
CCCTGTGGAA CACCTACATC TGTATTAACG
AGGCAGARTA AATGATCATA TCQTCAATTA
GGCCTCAGGC ATTTGAGAAG CACACGGTCA
ACCAGCAATA GACATAAGCG GCTATTTAAC
ATTTGCTTTC GAATTTCTGC CATTCATCCG
GGCGTTTAAG GACACCAATA ACTGCCTTAA
GTAATICATT AAGCATTCTG
TCGCCAGCGG CATCAGCACC
GGGCGAAGAA GTTGTCCATA
QATTGGCTGA GACGRARAAC
CACCGTAACA CGCCACATCT
ATTCACTCCA GAGCGATGAA
TAACAAGGGT GAACACTATC CCATATCACC

PCT/US2004/006507

CGGACTCGAC TAGTCAACGC CATGAGCOGC
GCACCGCTAT CCGUTAGCTC CTTCCOATGA
ATGACTGTCT TCTTTATCAT GCAACTCGTA
CCQGCCACGG @QACCTACCAC CATACCCACG
CGGATCTGCA TCGCAGGATG CTGCTGGCTA
ANGCGCTAAC CGTTTTTATC AGCCTCTGGG
TTACCTCCAC GGGGAGAGCC TGAGCAAACT
CACTGCTTCC GGTAGTCAAT AAACCGQGTAR
GACCCTGCCC TGAACCGACG ACCGGGTCGA
CTTATTATCA CTTATTCAGG CGTAGCACCA
ARANATTACG CCCCGCCCTE CCACTCATCG
CCGACATGGA AGCCATCACA GACGGCATGA
TTGTCGCCTT GCGTATAATA TTTGCCCATG
TTGGCCACGT TTAAATCAAA ACTGGTGAAA
ATATTCTCAA TAAACCCTTT AGGGAARTAG -
TGCGAATATA TGTGTAGAAA CTGCCGAAAA
ARCGTTTCAG TTTGCTCATG GAARACGAETG
AGCTCACCGT CTTTCATTGC CATACG

Figure 2
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BEQ ID NO:13

PET28ProILl18Cansps

1

61
121
i1
a4l
301
361
421
481
541
601
661
721
781
84l
s01
961
1021
1081
1141
1201
11261
1321
1361
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
23221
2281

TGECGAATGEG GQACACACCCT GTAGCGACAC ATTAMICGCG GCGGETGTAEG TUGTTACGCS
CAGCETGACC GCTACACTTG CCAGCGCCOT AGCGCCCGCT CCTTICGCTT TCTTCCCTTC
CITTCTOGCC ACQITOGCCE GOTTTCCCCE TCAAGCTCTA AATCOGGGAC TCCOCTTTAGG
GTTCCGATTT AGTACTTTAC GGCACCTCGA CCCCAARAAA CTTGATTAGG GTGATGGTTC
ACGTAGTGGE CCATCACCCT GATAGACGET TITTCGECCCT TTAACGTTEG AGTCCACGTT
CTTTAATAGT GGACTCTTOY TCCAAACTGG AACAACACTC AACCCTATCT CGATCTATTC
TTITGATTTA TAAGGGATTT TGCCGATTTC GGCCTATTGG TTAAAMBARTG AGCTGATTTA
ACRAAAATTT AACGCGAATT TTAACARAAT ATTAARCGTTT ACAATTTCAG GTGGCACTTT
TOGEEGAAAT GTCOACEEAA CCCCTATTTE TTTATTITIC TAAATACATT CARATATGTA
TCCGCTCATG AATTAATTCT TAGAAAAACT CATCGAGCAT CAAATGAAAC TGCAATTTAT
TCATATCAGG ATTATCAATA CCATATTTTT GAAMARAGCCG TTTCTGTAAT GAAGGAGAAR
ACTCACCAAG GCAGTTCCAT AGGATAGCAA GATCCTGATA TCGOTCTGCG ATTCCGACTC
GTCCAACATC AATACAACCT ATTAATTTCC CCTCOTCAAMR AATARGGTTA TCAAGTGAGA
AATCACCATO AQTGACGACT GAATCCGETG AGAATGGCAAR AAGTTTATGC ATTTCTTTCC
AGACTTGTTC AMCAGGCCAG CCATTACGCT COTCATCAAAR ATCACTCGCA TCAACCAAAC
COTTATTCAT TCGTGATTGC GCCTGAGCGA GACGAAATAC GCGATCGCTG TTAARMGOGAC
BAATTACAAAC AGGAMATCAAA TGCAACCGAC GCAGGAACAC TGCCAGCGCA TCAACAATAT
TTTCACCTGA ATCAGGATAT TCTTCTAATA CCTGGAATGC TETTTTCCOG GGGATCGCAG
TAGTGAGTAA CCATGCATCA TCAGAGAGTAC GUATAAAATG CTTGATGGTC GGAAGAGGCA
TAAATTCCGT CAGCCAGTIT AGTCTGACCA TCTCATCTGT AACATCATTG GCAACGCTAC
CTTTGCCATG TTTCAGAAAC AACTCTGGCG CATCGAGCTT CCCATACAAT CGATAGATTG
TTGCCCGACA TTATCGCGAG CCCATTTATA CCCATATAMA TCAGCATCCA
TGTTGGAATT TAATCGCGGC CTAGAGCAAG ACGTTTCCCG TTGAATATGG CTCATAACAC
CCCTTATATT ACTEITTATG TAAGCAGACA GTTITATTAGT TCATGACCAR AATCCCTTAA
CGTGAGTTIT COTTCCACTG AGCUTCAGAC CCCOGTAGAARA AGATCAAAGG ATCTTCTIGA
GATCCTTTTIT TTCTGCGCAT AATCTGCTAC TTGCAAACAR AAAARCCACC GCTACCAGCO
GTOITTTOTT TGCCAGATCA AGAGCTACCA ACTCTTTTTC CGAAGATAAC TGGCTTCAGC

AGRGCGCAGA TACCAAATAC TGTCCTTCTA
AACTCTGTAG CACCGCCTAC ATACCTCGCT
AGTGACGATA AGTCGTGTCT TACCGAGTTA
CAGCGATCGH GCTAAACGEE GOGTTCHIGC

GTGTAGCCOT AGTTAGGCCA CCACTTCAAS
CTGCTAATCC TGTTACCAGT GOCTGCTGCC
GACTCAAGAC GATAGTTACC GGATAAGGCG
ACACAGCCCA GCTTGGAGCG AACGACCTAC

ACCGAACTGA GATACCTACA GCGTGAGCTA TAAGAAAGCG CCACGCTTCC CGAAGGAAGA
AAGGCGAACA GATATCCGGT AAGCGACAGA GTCGGAACAC GAGAGCGCAC GAGGGAGCTT
CCAGGGGGEAA ACGCCTGGTA TCTITATAGT CCTUTCRGEAT TTCOGCCACCT CTGACTTGAG
COTCGATTTT TGUTGATGCTC GTCAGAGGGE CGGAGCCTAT GAAAAAACGC CAGCARCGCG
GCCTTTTTAC GGTITCCTAEC CTTTTGCTGE CCTTTTGCTC ACATCTICTT TCCTGCUTTA
TCCCCTAATT CTUTGGEATAN CCATATTACC GCCTTTGAGT GAGCTAATAC CGCTCACCGC
AGCCAAACGA CCAAGCGCAG CGAGTCAGTG AGCCAGGAMG COGAAGAGCG CCTOATOCGG
TATTTTCTCC TTACGCATCT GTGCGGTATT TCACACCGCA TATATGGTOGC ACTCTCAGTA
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-GCAGTCACTT

- AATCCTGTTT

PCT/US2004/006507

CAATCTGCTC TGATGCCGCA TAGTTAAGCC AGTATACACT CCGCTATCGC
GATCATAGCT GCGCCCCRAC ACCCGCCARC ACCCGCTGAC GCGCCOTGAC
GCTCCCGGCA TCCGCTTACA GACARGCTOT GACCGTCTCC GGGAGCTGCA TGTGTCAGAG
GTTTTCACCG TCATCACCGA AACGCGCGAG GCAGCOTGCGG TAAAGCTCAT

OTGAAGCAAT TCACAGATGT
AAGCOTTAAT GTCTGACTTC
GOTCACTGAT GCCTCCATOT
ACGRGAGAGG ATGCTCACGA
TTITGAGGAT AAACAACTOG
TCAATGCCAGQ CGCTTCGTTA
TACGATACAG ATCCGUAACA
CQAARCACGG ARACCGARGA

CCGCCAGCCT
CATGCCGECA
QGCTTGAGCH
GCTCCAGCGA
GRGTTACATG
CCGGARGGAG
ATGAGTAAGC
CCTUTCGTEC
TAGGCACCAG
CCacCTaacC

ATCCCACTAC
CECCCAGOGC
GCATTTGCAT
TCGECTGAAT
AGACAGAACT
GCTCCACGCTC
GATCAGAGAC
CATCCTGGTC

CCATTGAGCA

CGAGATATCC
CATCTGATCG
GGTTTETTGA
TTGATTGCGA
TAATGGEGACCC
CAGTCGCATA
ATCAAGARAT
ATCCAGCGGA
CACTTTACAG
TTAATCGGCG
QGAGGTOGCA

CTGCCTATTC
TGATAAAGCG
AAGAGOGATT
TACGGGTTALC
CGUTATGGAT
ATACAGATGT
TAATGCTGCA
CCATTCATET
COCATATCOOG

AGATTCCGAR
CGCCGAMAAT

CAAGTCATAAG.

TAATTGCGTT

TAGTTAATGA
GCTTCGACGC
CAAGATTTAA
ACGCCAATCA

GGGAATGTAA TTCAGCTCCG
GTOGCTGECC TAATTCACCA
GACATCATAT AACGTTACTG
CTATCATGCC ATACCGCGAA
CTCCCTTATG CAACTCCTGC
COGCCGCCAC AMIGARTGGT

ATCCGCGTCC AGCTCGTTGA
GACCATGTTA AGGGCGQTTT
TCTGTTCATG GGGATAATGA
TGATGATGAA CATGCCCGET
GCAGCEEGAC CAGAGAAARA
AG@TGTTCCA CAGGETAGCC
GGACGCTGAC TTCCACGTTT

TATACCAGCC
CGATTTGCTG GTGRCCCAAT
GAGAGAAAAT AATACTATTG
CATTAGTGCA GUCAGCTTCC
TCAGCCCACT QGACGCGTTGC
CACTTCATTC TACCATCGAC
TCACCGCGALC AATTTGCGAC
GCAACGACTG TTTACCOGCC
CCATCGCCGC TTCCACTTIT
OGCGGGAAAAC GGTCTAATAM
GTTTCACATT CACCACCCTG
AGGTTTTGCG CCATTCGATG
ATTAGGAAGC AGCCCAGTAG
GCATGCAAGG AGATEGCGCC

TACGTGACTG
agaCTTATCT

CAGCGTAQTC
GTTTCTICCAG
TTTCCTCTIT
TACCGATGAA
TACTGGAACG
TCACTCAGGG
ABCAGCATCC
CCAGRCTTTA
TTTTGCAGCA
TAAGGCAACC
GTAGGACCGC
CAGTGACGAA
TCATCETCAC
CCTGTCCTAC
CCOGCaccca
CCGETACCTA

AGTCGGAARA -

GTTTGCATAT

TCCCGCGTTT
GAGACACCGA
AATTGACTCT
GTATCCGEAA
TAGGTTGAGG
CAACAGTCCC

CCGECCACGE GGCCTECCAC CATACCCACG CCGAMACAMI CGCTCATGAG CCCGAAGTGG

a4
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4861
4921
n
5041
5101
5161
5221
52081
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5861
5941
5001
5061
6121
6181
6241
6301
‘6361
6421
5481
6541
6601
6661

COAGCCCGAT CTTCCCCATC GUTGATGTCG
GCGCOGETAA TOCCGGECCAC GATACATCCG
AARTTAATADCG ACTCACTATA GGOGAATTGT
CCTTAAGGAG GATATAACAT ATGGCTGCTG
TGACAATGAR ATTTATTGAC AATACGCTTT
AATCAGATTA CTTTGGCAAG CTTGAGAGCA
AGGTCCTATT TATCGACCAA GGGAATCITC
GCCGAGACAA TGCOGCCGCGA ACCATTTTCA
GCGGAATGAC CGTAACTATT TCTGTCAAAT
ACAAGATTAT TAGTTTCARN GAGATGANTC

- ATATCATATT TTTCCAGCGC AGCATGCCOE

CCAGCTATGA AGGGTACTTT CTTGCATGCG
TAAAGAAAGA GAACGAGCTA GGCGATCGCA
AGTGGAGGAT ATAATACCAG GAATAAATAA
GCATACTCAR ACTTTGTCCT COTGARGAAT
AGATCTATCC ARTAARRAAG AGAGAGGACC
CAAAGTTTGA TCACCTGCCT GCAAGGAATG
GGCTGCTTCA AGGCCTGGGC TACACTGTGG
TGGAGTCAGT GCTGAGGGCA TTTCCTGCCA
TCTTGGTACT CATGTCTCAT GGCATCCTAG
AAAAACCGGA TGTGCTGCTT TATGACACCA
TCAGTCTAAA GGACAAACCC AAGGTCATCA
GAGAACTCTG GGTCAGAGAC TCTCCAGCAT
AGAACCTGGA GGCAGATTCT GTTTGCAAGA
GTTCTICAAC ACCACATAAC GTGTCCTGGA
CCGAACTCAT CACATGCTTC CAGAAATATT
GGAAGGTACA GARATCATTT GAAGTTCCAC
GAGCAACCTT GACANGAGAT TTCTACCTCT
ACCACCACTG AGATCCGGCT GCTAACAAAG
COGCTGAGCA ATAACTAGCA TAACCCCTTG
TGCTGAAAGG AGGAACTATA TCCGGET

PCT/US2004/006507

GCGATATAGG CGCCAGCAAC CGCACCTOTG
GCOTAGAGGA TCGAGATCTC GATCCCGCGA
GAGCGGATAR CAATTCCCCT CITAGACCACA
AARCCAGTAGA AGACAATTGC ATCAACTTTG
ACTTTATAGC TGAMIATGAT GAMAACCTGG
AACTATCGGT CATTCGTAAT TTAAATGACC
CACTATICAA GGACATAACA GACAGTGACT
TTATATCTAT GTACAAGGAT TCTCAGCCGC
GTGARANGAT ATCCACGCTG TCGTGTAAGA
CGCCGGATAA TATCAAGGAC ACGAMGTCTC
GGCACGATAR CARGATGCAA TTTGAATCAT
AGAMAGGAACG CGATCTCTTT ARACTTATTT
GCATTATGTT CACTGTCCAA ARTGARGACT
AATCCATAGG CCATCATCAT CATCATCATG
TCCTAAGACT GTGTAAARAA AATCATGATC
GCAGACGCCT QGCTCTCATC ATATGCAATA
GGGCTCACTA TGACATCUTG GGGATGAAAA
TTGACGAAAA GRATCTCACA GCCAGGGATA
GACCAGAGCA CARGTCCTCT GACAGCACGT
AIGAAATCTG CGGAACTGCGE CATAAAAAGA
TCTTCCAGAT ATTCAACAAC CQCAACTGCC
TTATCCAGAC CTGCAGAGGT GAAAAACATG
CCTTUGCAGT CATCTCTTCA CAGTCATCTG
TCCACGAGGA GAAGGACTTC ATTGCTTTCT
GAGACCGCAC AAGAQECTCC ATCTTCATTA-
CTTGCTGCTE CCACCTAATG GARATATTTC
AGGCTAAAGC CCAGATGCCC ACCATAGAAC
TTCCTGGCAA TTAACTCGAG CACCACCACC
CCCAAAAGGAA AGCTGAGTTG GCTACTGCCAR
GGGCCTCTAA ACGGGETCTTO AGCGGTITIT

Figure 4
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BEQ ID NO:14

PETZ28proILlBcaspS+pyl

1

61
121
181
241
anl
361
421
481
541
601
661
711
781
841
9501
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
. 1681
1741
1g01
1861
1921
1981
2041
3101
2161
232321
2201

TGGCAAATGG GACGCOCCCT
CAGOGTGACC GCTACACTTG
CTTTCTCACC ACTTTCACCE
GTTCCGATTT AGTGCTTTAC
ACGTAGTGGE CCATCACCCT
CTTTARTAGT GGACTCTTGT
TTTTGATTTA TAARGGGATTT
ACAMARATTT AACGCGAATT
TCOGGGAAAT GTGCACGGAA
TCCGCTCATE AATTAATTCT
TCATATCAGG ATTATCAATA
ACTCACCGAGQ GCAGTTCCAT

PCT/US2004/006307

QTAGCGGCAC ATTAAGCGCO GCGGUTGTGE TOETTACACG
CCAGDGCCCT AGCGCCOGCT CCTTTCGCTT TCTTCCCTTC
GCTTTCCCCG TCAAGCTCTA AATCAGGGGEC TCCCTTTAGG
GACACCTCGA CCCCAAAMAR CTTGATTAGG GTGATGATTC
GATAGACGAT TTTTCOCCCT TTGACGTTGG AGTCCACATT
TCCARACTGG AACAACACTC AACCCTATCT CGATCTATTC

TGCOGATTTC
TTAACARAAT
CCCCTATITG
TAGAARAACT
CCATATTTIT
AGGATAGCAA

GTCCAACATC AATACAACCT ATTAATTTICC

AATCACCATG AGTAACGACT
AGACTTATTC AARCAGQCCAG
CATTATTCAT TCOTGATTGC
AATTACARAC AGGRATCGAA
TTTCACCTGAR ATCAGGATAT

GAATCCAGTG
CCATTACGCT
GCCTGAGCGA
TGCAACCAGC
TCTTCTAATA

TGGTGAGTAA CCATGCATCA TCAGGAGTAC
TAAATTCCGT CAGCCAGTTT AGTCTGACCA
CTTTGCCATG TTTCAGAARC AACTCTGOGLQ
TCACACCTGA TTGCCCGACA TTATCACGAG
TGTTGGAATT TAATCGCAGC CTAGAGCAAG
CCCTTGTATT ACTGTTTATG TAAGCAGACA
COTGAGTTTT CGTTCCACTG AGCGTCAGAC
GATCCTTTIT TTCTGCOCGT AATCTACTGC
GTGGTTTGTT TGCCGGATCA AGAGCTACCA
AGAGCACAGA TACCAAATAC TUTCCTTCTA
AACTCTGTAG CACCGCCTAC ATACCTOSCT
AGTGGCGATA AGTCGTGTCT TACCGGATTA
CAGCGATCGG GCTGAACGGA GGITTCATAC
ACCGAACTGA GATACCTACA GCUTGAGCTA
ARQQCGGACA GATATCCGAT AAGCAGCAGG
CCAGGGGGAA ACGCCTGATA TCTTTATAGT
CGTCGATTTIT TGTAATACTC QTCACGGAGSE
GCCTTTTTAC GITTCCTEAC CTITTACTGQ
TCCCCTGATT CTGTGGATAA CCGTATTACC
AGCCAGAACGA COGAGCGCAG CGAGTCAGTG
TATTTTCTCC TTACOCATCT GTGCAGGTATT

9/14

GGCCTATTAG
ATTAACGTIT
TTTATTITTC
CATCAAGCAT
GAAARAGCOG
GATCCTGGTA
CCTCGTCARA
AGAATGGCAR
CGTCATCAAA
GACGAAATAC
GCAGGRACAC
CCTGAAATGC
GGATAARATG
TCTCATCTGT
CATCAGGCTT
CCCATTTATA
ACGTTTCCCG
GTTTTATTGT
CCCGTAGAAR
TTGCAMACAR
ACTCITTTIUC
GTGTAGCCGT
CTGCTAATCC
GACTCAAGAC
ACACAGCCCA
TGAGAMAGCG
GTCGGAACAC
CCTATCGEGET
CQGAGCCTAT
CCTTTTGCTC
GCCTTTGAQT
AGCOGAGGAMNG
TCACACCGCA

TTAAARAATG AGCTGATTTA
ACAATTICAG GTGGCACTTT
TAAATACATT CAAATATGTA
CAAATGAAAC TGCAATTTAT
TTTCTGTAAT GAAGGAGAAR
TCGGTCTECA ATTCCOGACTC
AATAAGGTTA TCAAGTGAGA
ARGTTTATGC ATTTCTTTCC
ATCACTCGCA TCAACCAAAC
GCGATCGCTG TTAAARGGAC
TGCCAGCGCA TCARCAATAT
TETTTTCCCG GGGATCGCAG
CTTGATGGTC GQAAGAGACA
AACATCATTG GCAACGCTAC
CCCATACAAT CGATAGATTG
CCCATATAAR TCAGCATCCA
TTGAATATGG CTCATAACAC
TCATGACCAA AATCCCTTAR
AGATCAARGG ATCTTCTTGA
ARRAACCACC GCTACCAGCG
CGAAGGTAAC TGACTTCAGC
AGTTAGGCCA CCACTTCAAG
TATTACCAGT GACTGCTECC-
GATAGTTACC GGATAAGGCG
GCTTAAAGCE AACGACCTAC
CCACGCTTCC CGAAGGGAGA
GAGAGCGCAC GAGCGAGCTT
TTCOCCACCT CTGACTTGAG
GAAAAAACGC CAGCAACGCS
ACATGTTCTT TCCTGCGTTA
GAGCTGATAC CGCTCGCCAC
COAAANGAGCG CCTGATGCOGE
TATATGGTGC ACTCTCAGTA
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2341
2401
2461
2521
2581
2641
a701
4761
2821
2881
2941
3001
3061
3111
ilel
3341
3301
3361
422
3481
3541
3601
3661
3721
378l
3adl
3asol
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4311
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801

CAATCTGCTC
GOTCATGGCT
GCTCCCAGCA

ATCCCACTAC

TAATGCCGCA TAGTTAAGCC
GCGCCCCAAC ACCCGCCAAC
TCCACTTACA GACMAAGCTOY
TCATCACCGA AACGCGCGAG
TCACAGATAT CTGCCTGTTC
GTCTEGCTTC TGATARAGCG
GCOTCCATGT AAGGOGGATT
ATGCTCACGA TACGGGTTAC
ARACAACTGA COGTATGGAT
COCTTCUTTA ATACAGATGT
ATCCGGAACA TAATGGTQGCA
AMCCGAAGA CCATTCATGT
CACGTTCGCT CGCGTATCGA
AGCCAGETCC TCAACGACAG
ATAATGGCCT GCTTCTCACC

PCT/US2004/006507

AGTATACACT CCGCTATCGC
ACCCGCTGAC GOGCCCTAAC
GACCGTCTCC GGEAGCTGCA
GCAGCTGCGA TAAAGCTCAT
ATCCGCGTCC  AGCTCGTTGA
GGOCATGTTA AGGGCGGTTT
TCTGTTCATG GQGGGTAATGA
TGATGATGAA CATGCCCGGT

AGGOCATECA AGATTCCAEAA TACCAGCAAGC GACAGGCCGAA

ARGCGGETCCT CGCCAMMAAT
ATAAAGARGA CAGTCATAAG

TAACTTACAT TAATTGCGTT
CAGCTGCATT AATGAATCOG

GATGGCTGGTT AACGGCGEEA
CQAGATATCC GCACCAACGC
CATCTGATCG TTGGCAACCA

TTGATTGCGA GTAAGATATT
TAATGGGCCC GCTAMCAGOG
CAGTCECETA CCATCTTICAT
ATCARGAAAT AACOCCGGAA
ATCCAGCGGA TAGTTAATAA

TTAATCGGCG CGAGATTTAA

GGGAATGTAA TICAGCTCCG
QTAGCTAACC TOGTTCACCA
GACATCGTAT AACGTTACTG
CTATCATGCC ATACCGCGAA
CTCCCTTATG CAACTCCTAC
CCGCOGCCAC AAGGAATGOT
GOCCTACCAC CATACCCACG

10/14

CAAGGGCATC GGTCGAGATC
GCGCTCACTG CCCGCTTTCC
CCAACGCGCG GGGAGAGGCG
GTGAGACGG@ CAACAGCTGA
GGTCCACGCT GATITACCCC
TATAACATGA GCTGTCTICG
GCAGCCCOGA CTCGATAATG
GCATCGCAGT GGGAACGATG
TGGCACTCCA GTCGCCTTCC
TATGCCAGCC AGCCAGACGC
CGAT''TGCTG GTGACCCAAT
GGGAGAAAAT AATACTGTTG
CATTAGTGCA GGCAGCTTCC
TCAGCCCACT GACGCGTTGC
CGOTTCGTTC TACCATCGAC
TOGOCGCGAC AATTTGCGAC
GCAACGACTA@ TTTGCCCECE
CCATCGCCGC TTCCACTTTT
CGCGGGAAAC GGTCTGATAA
GITTCACATT CACCACCCTG
AGGTTTTGCS CCATTCGATG
ATTAGGAAGC AGCCCAGTAG
GCATGCAAGG AGATGGCGCT
CCGAAACARG CGCTCATGAG

TACTGGAACG

CCTGTCCTAC
CCCACaCCCh
CCOGTGCCTA

GTTTGCGTAT

GTATCETCAT
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4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5361
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061

6131 -

6181
6141
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
5361
7021
7081
7141
7301
726}
7321

CGAGCCCGAT

AATTAATACG
CCTTAAGGAG
TGACAATGAR
AATCAGATTA
AGGTCCTATT
GCCGAGACAA
GCGARATIAC
ACRAGATTAT
ATATCATATT
CCAGCTATGA
TAAAGAAAGA
AGTGGAGGAT

. GCATACTCRA

AGATCTATCC
CAAAGITTTGA

CTTCCCCATC

ACTCACTATA
GATATAACAT
ATTTATTGAC
CTTTGGCAAG
TATCGACCAA
TRCGCCACAA
CGTAACTATT
TAITTTCAAR
TTTCCAGCGEC
AGGATACTTT
GGACGAGCTA
ATAATACCAG

ACTTTGTCCT.

AARTARARARG
TCACCTGCCT

GGECTACTTCA AGGCCTAAGC
TEGAGTCAGT GCTGAGGGECA
TCTTEGTACT CATGTCTCAT
ARAAACCGGAA TGTGCTGCTT
TCAGTCTAAR GGACAAACCC
GEAAACTCTE GGTCAGAGNC
AGRACCTGGA GGCAGATTCT
QTICTTCAAC ACCACATAAC
CGGAACTCAT CACATGCTTC
GGAAGGTACA GAAATCATTT
GAGCAACCTT GACAAGAGAT
CTGATGGCCC GCAATGAGAG
CATCAACCTE CAGGTCTAEE
CGCCEECeed TTGCGCTCRA
TGGOCACART CCEATGACCT
GATCACAGTC AGCCTGACCA
CGAECCTGATT COCCECCACC
CTACCAGCCG GCEGCAAGCC
GCTGCCATTA CCOATCAACG
GCTATTCOCCG AACAGCCOTG
CCTGCCGATG TGOACGCCEA
GGCAGCEGCE AAGATGCAGC
CGCCOGOGCTG GCGATCAACA
GCTGACGATC CATTGGTACC

GOTGATGTCG
GATGCUTCCY
GGGAAATTGT

AATACGCTTT

GGCATCCTAG
TATGACACCA

TCTCCAGCAT

CAGAAATATT

TTCTACCTCT
GAGTTGATAT

‘TCCTCGAMGC
ACGAGBCGCTS
TACTCCOTAR
‘TOGAGGAAGC
TACTGATCCT
GCCTaaAccT
GOGIGCCACA
TGCTGACGAT
ACGRACGACG
CCTAAGTAGC

GCGATATAGG
GCGTAGAGGA
GAGCGGATAA
AACCAGTAGA
ACTTTATAGC
AACTATCGGT
CACTATTCGA
TTATATCTAT
GTGAAAAGAT
CGCCGAATAA
GGCACGATAA
AGAAGGAACG
GCATTATGTT
AATCCATGGG
TCCTGAGACT
GGAGACGCCT
GGGCTCACTA
TTGACGAAAA
GACCAGAGCA
AGGGAATCTG
TCMTICCAGAT
TTETCCAGGE
CCTTGGCAGT
TCCACGAGGA
GAGACCGCAC
CTTGCTACTG
AGGCTARAGC
TTICCTGACAA
GGCQATTTCT

PCT/US2004/006507

CGCCAGCAAC CGCACCTGTG
TCGAGATCTC GATCCCGCGA
CAATTCCCCT CTAGACCACA
AGACAATTGC ATCAACTTTG
TAAAGATGAT GAAAACCTGG
CATTCGTAAT TTAAATGACC
GGACATGACA GACAGTGACT
GTACAAGGAT TCTCAGCCGC
ATCCACGCTG TCUTGTGAGA
TATCAAGGAC ACGRAGTCTG
CAAGATGCAA TTTGAATCAT
CGATCTCTTT AAACTTATTT
CACTGTCCAA AATGAAGACT
CCATCATCAT CATCATCATG
GTGTAAAAAA AATCATGATG
GGCTCTCATC ATATGCAATA
TGACATCATG GGGATGAARA
GAATCTCACA GCCAGGGEATA
CAAGTCCTCT GACAGCACGT
CGGAACTGCG CATAAAARGA
ATTCAACAAC CGCAACTGCC
CTGCAGAGGT GAAAAACATG

CATCTCTTCA
GAAGGACTTC
AAGGGGCTCC
CCACCTAATG
CCAGATGCCC
TIGACTCGAG
GAGTTGAAGC
CGCGACCTGa
GCGCTGCTAA
GAGCCGCTGE
TOGCATACCE
ARGGCGCRCT
GCCGACCATC
GACGACGACC
CCCCAGGGRA
ACCCTACCAC
TCCAAGCTGA
CGCACCTTCC

CAGTCATCTG
ATTGCTTTCT
ATCTTCATTA
GAAATATTTC
ACCATAGAAC

ACTGETCGCG
ATAGCARCGC
TCATCAGCCT
ACCTGCACGA
ATACCGCCTC
CGCACCaTTG
GCACCGETGCT
CCACCCTGAA
TCCACGCACC

GEACTCAAGC ACCACCACCA CCACCACTGA
GATCCGGCTE CTAACAAAGC CCGAAAGGAA GCTGAGTTOG CTGCTUCCAC CGCTAANGCAA
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SEQ ID NO:7

Pssudomonas aeruginosa PQL

ATG GGA GGA OTT GOT ATG GCG ATT TCT GAG TTG ARG CTGE CCA GCC @QAC
GTC GGC CTG CAG GIC TGG GAC ABC GCC GCC GAG CAG GCC CGC GEC CTG
@CC GCC GAG GTC GCC GGC COEG TTG CGC TCA GCE CTG GCC GAG CAG GGC
CAG GCG CTE CTG GTG GTG TCC GGT GGG CGC AGT CCG QTG GCC TTIC CTC
GAA GCC TTG AGC GAG GAG CCG CTG GAC TOG TCA@ CGG ATC ACC GTC AGC
C1G GCC GAC GAG COGC TGG GTE CCO GAG TCG CAT GCC GAT AGC AAC GCC
GGC CTA GTT CAC CAC CAC CTG CTC CAT GGC GAG GO@ GOG AAG GCG CGC
TTC ATC GGC CTC TAC CAG CCGE GCG GCG AGC CTA GAG GAA GCG GCC GAG
CTG GCC GQAC CAT CAC CTG CAC GAG CTG CCA TTG CCA ATC GAC GTG CTG
GIC CTC GGC ATG GGC GAC GAC GGC CAT ACC GCC TCG@ CTG TTC CCG AARC
AGC CCT GGC CTG GAC CTG GCG ATG GAT CCC CAG GGG ACG CAC CGT TGC
CTG CCA@ ATG TGG GCA CCE AGC QTG CCG CAC CAG CGC CTG ACC CTG CCG
CGC GCC GTG CTA GCQ GCQ GOG ARG GTG CAQ CTG TG GCG ATC CAG QGC
CAG@ TCC AAG CTG GCC ACC CTG AAC GCC GCA CTG GCA GTC GAG GAC GAA
CG@ CGG ATG CCG GTT CGC GCC TTC CTC COC GOG CCG CT@ ACG ATC CAT

TGG TAC CCC TGA

Figure 7
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6EQ ID HO:8
amlno acld
Psesudamonas aaruginosa peL

MOGVOMAISELKLPACVGLOVWGHAAARQARGLAAEVAGRLRAALARQGQALLVVSGGRSPVAFLEA
LSEEPLDWBRI TVSLADERWVPREEADSNAGLYVRRHLLRGEAAKARF TGLYQPAASLERAAELADH
HLHELPLPIDVLVLAMGDDGHTASLFENS PFGLDLAND PQGTRRCLPMWA P SVPHQRLTL PRAVLAA
AKVOLLATQGQSKLATLMAALAVEDERRMPVRAFLRAPLTITHWY P

Figure 8
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SEQUENCE LISTING

<110> GARINER, Alan R.
SWEITZER, Thomas D.
TAYLOR, Alexander H.
PATEL, Pramatesh

<120> METHODS FOR PREVENTING GLYCONOYLATION OF
PROTEINS )

«<130> PUG0116

<140> To Be Amssigned
<141> 2004-03-04

«<150> 60/451,686
«<151> 2003-03-04

<160> 14
<170> FastSEQ for Windows Versionm 4.0

<210> 1

<311> 24

<312> DNA

<313> ESCHERIACHTA COLI

<400> 1
agctggceat tgctcaggtc gang 24

<310> 2

<211> 25

<212> DNA

<313> ESCHERICHIA COLI

<400> 2
gtactgtccg gaatacacga cgatg as

<210> 3



WO 20040078936 PCT/US2004/006507

<211> 413 ’)‘

<2132> DNA
<3113> ESCHERICHIA COLI

<400>» 3

agetggecat tgeteaggtc gaagagatge aggeagttte tgecgtgett aagggeasat 60
acaccatgac cggtgaagec ttegatcegg ttgnggtgga tatgggccge agtgaggaga 120
ataacatcac gecagteccgge ggeoacggagt ggagcange& tgacaagtec ‘acgtatgace 180
cgaccgacga tatcgaagce tacgegechbga acgecagegy tbtgntullt atcatcgtgt 240
- tegatccgaa aguctgggeg ctgttcogtt ccttcaaage cgtcaaggag aagctggata 300
ccegtegtgg ctctaattcc gugectggaga cageggtgaa agacctgguc aaageggtgt 360
cotataaggy gatgtatgge gaktgtggeca tegtegtgia ttccggacag tac 413

<210> 4

<111> 8

<312> PRT .
<213> HOMO BAPIENS

<400> 4
Asn Ile GIln Sexr Val Lys Val Lys
1 5

<210> 5

<211> 29

<212> DNA

<213> Peseudomonas asruginosa

<400> 5
ggcctegage teggtggece tggtggece a9

<210> 6
<211> 31

<212> DMA
<313> Peeudomonas aeruginosa

<400> 6
gcectogagt cogocactca gpggtaccea t 31

<210> 7

2/14
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<111> 732
<312> DHA

<113> Pseudomcmas aseruginosa

<400> 7
atgggaggag
gtctgugoca

cgcteggege:

gtggcecttee
ctggecgacg
cgecacctge
gcgagectgg
atcgacgtge
agecectggece
gcgccgageg
gtgcagctge
gtegaggacyg
tggtaccect

<210> 8
<3211> 243
<21d> PRT

ttggtatgge
gcgccgooga
tggcecgagea
tegaagectt
agcgetgggt
teegtggega
aggaagcggc
tggtecctegy
tgoacctggce
tgecgeoacca
tggcgatcca
aacggcggat
ga

gatttctgag
geaggcocge
gggccagucy
gagcouggag
geeggagteg
gucggcguag
cgagetggec
catgggcgac
gatggatece
gegectgace
gggccagtcc
gecggttege

<213> Ppeudomomas aeruginoaa

<400> 8

ttgaagetge
ggcctggeeg
ctgetoggtog
ccgoctggact
catgeccgata
gogegettea
gaccatcacc
gacggccata
CRggggacge
ctgcegegey
aagctggceca
gecettoecteo

cggccggegt
cogaggtege
tgteegotygg
ggtcgeggat
gcaacgoeqy
tcggectcta
tgcacgaget
cegectepet
gecgttgeoet
ccgtgetage
ccctgaacge
gcgegeeget

PCTUS2004/006507

cggcctgeag
cggeeggttyg
gegoagtecy
caccgtecage
cctggttege
ccagccggeg
gcocattgoeg
gttceccgaac
gecogatgtog
gucggcgaag
cgcgotgucg
gacgatccat

Mat Gly Gly Val Gly Met Ala Ile Ser Glu Leu
1 5 10

Val Gly Leu Gln Val Trp Gly Bar Ala Ala Glu

a0 25
Ala Ala Glu Val Ala Qly Arg Leu Arg Ser Ala
as 40
Gln Ala Leu Lau Val Val Ber Gly Gly Arg Bar
50 55
Glu Ala Leu Ser Glu Glu Pro Leu Asp Trp Ser
65 70 75
Leu Ala Asp Glu Arg Trp Val Pro Glu Ser His
BS 80
Gly Leu Val Arg Arg His Leu Leu Arg Oly Qlu
100 105
Fhe Ile Gly Leu Tyr Gln Pra Ala Ala Ber Leu

3/14

Lys Leu Pro Ala Gly
15
Qln Ala Arg Gly Leu
30
Leu Ala Glu Gln Gly
45
Pro Val Ala Phe Iieu
60
Arg Ila Thr Val Sar
80
Ala Asp Ser Asn Ala
95
Ala Ala Lys Ala Azg
110
Glu Glu Ala Ala Glu

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
730
732
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115
Leu Ala Asp Hls His
130
Val Leu Gly Met Qly
145
Sear Pro Gly Leu Asp
165
Lau Pro Met Trp Ala
180
Arg Ala Val Leu Ala
195
Gln Ber Lys Lieu Ala
210
Arg Arg Mat Pro Val
ais .

Trp Tyr Pro

120 135
Leu His Glu Leu Pro Leu Pro Ile Asp Val Leu
135 140
Asp Asp Gly His Thr Ala Ser Leu Phae Pro Asn
150 155 160
DLeu Ala Met Asp Pro Gln Gly Thr Arg Arg Cya
170 175
Pxo '‘Sar Val Pro His Gln Arg Leu Thr Leu Pro
185 190
Ala Ala Lys Val Gln Leu Leu Ala Ils Gln Gly
200 205
Thr Leu Asn Ala Als Leu Ala Val
2158 220
Arg Ala Phe Leu Arg Ala Pro Leu Thr Xle His
230 235 440

Glu Asp Glu

<210>
<111>
<312>
<313>
<31)>
<400> %

gaattccgga
gkgecttattt
ataggtacat
tatatcaacg
asatctegat
ggaacctctt
ggtatcaaca
ttatteggeg
gtttttgagg

9
3416
DaiA.

acgoggtogt

ggcttactat
aaggctgcac
actgactege
gpagatttee
agccogttttt

tgagcattca
ttotttacgy
tgagcaactg
gtggtatatc
aactcaaans
acgtgcegat
gggacaccag
caaagtgegt
tgetecagtyg
gegtaacgge
gttggeactg
cggbtgcegtea
tacgcteggt
tgguagatge
ceataggetce

Artificial Segquence
Comprised of PECO~1 Expression & Pseudomonas aaruginosa

tcaggcggge
tctttaanan
actgasatge
cagtgatttt
atacgeccgy
caacgtctoa
gatttattta
cgggtgatge
gettetgttt
aaaagcaceg
atgagggtgt
goagaatatg
cgttegactyg
caggasgata
cgcecceceetg

aagaatgtga
ggccgtaata
ctcaaaatgt
tttctceatt
tagtgatctt
ttttegecan
ttetgogaag
tgccamctta
ctatcagectg
ccggacatca
cagtgaagty
tgatacagge
cggegagegy
cttaacagog
acaagcatca
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ataaaggeeg
tecagectgaa
tctttacgat
ttagctteot
aktttcattat
aagttggecc
tgatcttcag
ctgatttagt
tcectectgt
goegetagogy
cttcatgtgy
tatatteege
aaatggetta
aagtgagagg
cgaaatctgm

gataaaactt
cggtctggtt
gecattggga
tagctcectga
ggtgaaagtt
aggoctitcce
tecaceggtat
gtatgatggt
tcagectacty
agtgtatact
caggagaaasa
ttectcgete
cgaacggygce
gccgocggcaa
cgectcaaate

60

120
1p0
240
300
360
4320
480
5¢0
600
660
720
780
840
300
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agtggtguey
tegtgegete
gtttgtctea
tgtatgcacg
gagtccaace
agaggagtta
tgactgcgcet
cgaaaaaccg
asaacgatet
atttatctet
atgtttgaca
aacgoagtca
cctggtggee
gegtoggect
tcgocggeeg
gtgggegeng
ggatcaccgt
ccggectggt
tctaccagec
agctgecatt
cgetgtteece
geetgecgat
togcggoge
acgcegcget
cgoctgacgat
cteatttett
gegoggguca
ggacapptge
ccganacaag
cectgtggaa
aggcagaats
ggcctecagge
accagcaata
atttgettte
ggcgtttaag
cagtactgtt
tpaacctgaa
gtgeasnacgg
ctcacceagy
gocaggtite

aaacccgaca
tectgttecect
ttceacgect
aaccecccgt
cggaaagaca
gtcttgaagt
cctccangec
cectgoaagy
caageagatc
tcaaatgtag
gettateatc
ggcaccegtpgt
cgegatggga
gcaggtotgg
gttgogeteg
tceggtggece
cagcctggee
tecgeegecoac
gacggcgagc
gcogatcgac
gaacagccct
gtgggcgceg
gaaggtgcag
ggcggtcegag
ccattggtac
attctgagtt
tgactatcegt
cggcagcgec
cgecectgeac
cacctacatce
aatgatcata
atttgagaayg
gacataagcg
gaatttctge
ggcaccaata
gtaatctcatt
tegecagegyg
gagcgaagaa
gattggectga
caccgtaaca

ggactataaa
gecttteggt
gacactcagt
toagteegac
tgcaaaagca
catgegoogg
agttaccteg
cggtttttte
atcttakttaa
cacctgaagt
gatangcttt
catatggatc
ggagttggta
ggcagcgcecy
gegetggecg
ttcctogaay
gacgagcget
ctgeteegtg
ctggaggaay
gtgetggtce
ggcctggace
agegtgoege
ctgetggega
gacgaacgge
ccctgagtgy
acaacagtec
cgecgeacte
caacagtece
cattatgtte
tgtattaacyg
tegtcaatta
cacacggtca
gctatttaac
cattcatccg
actgeccttaa
aagcattctg
catcagcacec
gttgtccata
gacgaaasac
cgeccacatct

gataccagge
ttaccggtgt
tecgggtagg
cgctgegeet
ccactggecag
ttaaggctaa
gttcanagag
gttttcagag
tcagatanan
cagccccata
aatgeggtag
ccgggtaccg
tggegattte
ccgagceaggc
agcagggcca
ccttgagecga
gugtgcegga
gcgaggeggc
cggeccgagat
tcggcatggy
tggegatgga
accagcgect
tcecagggcca
goatgeceggt
cgyactecgac
geacegetgt
atgactgtet
ccggecacgyg
cggatctgce
aagcgctaac
ttacctccac
cactgettee
gaccctgece
cttattatca
amaanttacg
ccgacatgga
ttgtegeett
ttggccacgt
atattctcaa
tgecgaatata
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gtttcecccct
cattccgetg
cagttecgete
tatccoggtan
cagccactgg
actgaaagga
ttggtagete
caagagatta
tatttctags
cgatatasgt
tttatcacag
tcgagctega
tgagttgaag
cocgegycety
ggcgetgctyg
ggagcegety
gtegeatgoe
gaaggogege
ggccgaccat
cgacgacgyc
tceccagggy
gaccctgeeg
gtccaagetyg
tcgegeekte
tagtcaacgc
ccggtagete
tctttateat
ggcctgeeac
tcgeaggatg
cgtttttate
ggggagagcc
ggtagtcaat
tgaaccgacg
cttattcagg
ccococgeectyg
agccatcaca
gcgtataata
ttaaatcaas
taaacccttt

tgtgtagasa

PCT/US2004/006307

ggcggcetece
ttatggecge
caagctggac
ctatcgtett
taattgattt
caagttttgg
agagaacctt
cgcgcagaco
tttcagtgea
tgtaatccte
ttaaattgect
gctcggtgge
ctgeeggeeg
gecgeegagy
gtagtgtceg
gactggtecge
gatagcaacg
tteateggee
cacctgcacg
cataccgecct
acgegecegtt
cgecgecgtge
gcecaccotga
ctecgegege
catgagcgge
cttecggtoy
gcaactcgta
catacccacg
ctgctggcta
aggctctggg
tgagcaaact
aaaccggtaa
accgggtcga
cgtagcacca
ccacteateg
gacggcatga
tttgeceatg
actggtgaan
agggaaatag
ctgecggaas,

960

1030
1080
1140
1200
1260
1320 -
1380
1440
1500
1560
1620
1580
1740 -
1800
1860
1520
1580
2040
2100
2160
2220
2380
2340
1400
2460
4520
2580
4640
4700
3760
a820
2880
2940
3o00
3060
3120
ala0
3340
3300
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togtegtggt attcactcca gagecgatgaa aacgtitcag tttgotcatg gaaamcggtg 3360

taacaagggt gaacactatc ccatatcace agctcaccgt ctttcattge catacg

<210> 10

<111> 157

<113> PRT

<413> BOMD SAPIENS

<400> 10

Tyr Phe Gly Lys
1 5

Asp Gln Val Leu

a0

ABp Ser

35

Met Tyx

Met Thr

Ile Ber
50

Sexr Vval

65

Ile SBer

Lys Cys

Fhe Lys

. 85

Saxr Asp Ile Ile
100

Ma: Gln. Phe Glu

115

Lys Glu Arg Asp
130

Gly Asp Arg Ber

145 -

<210> 11

<3211> 582

<112> DA

«<213> HOMO EBAPIENS

<400> 11

Leu Glu

Phe Ila

Asp Cya

Lys Asp

Glu Lys

70

Glu Met

Fhe Fhe

Ber Her

Leu Pha

Ile Mat

150

Sexr

Asp

Arg

Ser

Ilea

Asn

QGln

Ser

135

Leu Bear Val Ile
10

Gly Asn Arg Pro

as

Anan

Lya

Gln

Asp
40
Gln

Ala Pro Arg

Pro Arg Gly Met
60
Sar Thr
75
ABDp Asn Ile
90

val Pro Gly

Pro Pro

Arg Ser
105
Glu Gly Tyr Phe
120

Lesu Ila

Leu Lys Lyns
140
Gln Asn Glu

155

Thr Val

Leu Ser Cys

3416

Asn Leu Asn
15

Pha Glu Asp

30

Ils Pha Ile

Val Thr Ila

Agn Lys Ila
8o
Asp Thr Lys
95
Asp Asn Lys
ilo
Ala Cys Glu

His
Leu
125
Glu Asp Glu Leu

Amp

atggctgetg aaccagtaga agacaattge atcaactttg tggoaatgaa atttattgac 60
aatacgcttt actttatagc tgaagatgat gaaaacctgyg aatcagatta ctttggeaag 120
cttgagagca aactatcggt cattcgtaat ttasatgacc aggtcctatt tatcgaccaa 180
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gggaatcgte
accattttca
tctgtcasat
gagatgaate
agegtgccgy
ctigcatgeg
ggcgatcgea

<210> 12
<211> B4S
<312> DNA
<113> HOMO

<400> 13

atgggcocate
agactgtgta
cgockggete
cactatgaca
geaaagastc
gagcacaagt
atctgeggaa
cagatattca
caggectgea
gcagtcatet
gaggagaagy
cgoeacaagua
tgetgecace
aaagcccaga
ggeaattga

<210> 13
<211> 6687
<212> DNA

cactattcga
ttatatctat
gtguaaagat
cgocggataa
ggcacgataa
agasaggaacy
gcattatgtt

BAPIENS

atcatcatca
annamnahtca
teatcatatyg
toegtogggat
tcacagcoag
cctoctgacag
ctgegeatan
Acaaccgcaa
gaggtgaans
ctteacagte
acttcattge
gotocoatott
taatggaaat
tgcecaccat

ggacatgaca
gtacaaggat
atceacgetg
tatcaaggac
caagatgcan
cgatctcttt
cactgtccoan

tecatggeatna
tgatgagate
caatacaang
ganaaggetg
ggatatggag
cacgttettg
aaaganasna
ctgeccocteoagt
acatggggas
atctgaganc
tekectgtict
cattacggana
atttcggang

agaacgagca

<213> Artificlal Sequence
<233> Comprised of pET Vector and Homo Saplen

<400> 13

gacegtgact
tctecagecge
tegtgtgage
acgaagtectg
tttgaantcat
amacttattt
aatgaagact

ctcamacttt
tatccaataa
tttgatcacc
cttcaaggcc
teagtgctga
gtactcatgt
ceggatgtge
ctaaaggaca
ctctgggtea
ctggaggeag
tcaacaccac
ctecatcacat
gtacagaaat
accttgacaa

gccgagacan
gocggaatgge
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taanganaga
ag

gteectegtga
aaangagaga
tgecetgoaag
tgggctacac
gogcatttge
cteatggeat
tgctttatga
aacccaaggt
gagmcteteo
attetgttty
atascgtgtce
gctteccagaa
catttgaagt
gagatttcta

PCT/US2004/006507

tgegecgoga
cgtaactatt
tagtttcaana
tttecagege
agggtacttt
ggacgagcta

agaattccty
ggaccgocaga
gaatgguget
tgtggttgac
tgecagacca
cctagaggga
caccatctte
catcattgtce
agcatcecttg
caagatccac
ctggagagac
atattecttge
tccacagget
cctettteet

240
300
360
420
480
540
582

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
849

tgyegaatog gacgegecct gtageggege attaagegeg gegogtgtygg tggttacgeg 60
cagcgtguce gotacacttg ccagegeect agegeccget cotttegott toktecctte 120
ctttotogee acgttogeeg gotttecceg tcamgetcta mateggggge tcectttagg 180

/14
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gtteccogattt
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaanttt
tegggganat
tecgetcaty
tcatatcagg
actcaccgag
gtccaacatc
aatcaccatg
agacttgttc
cgttattcat
aattacaaac
tttcacctga
toggtgegtan
taaattccgt
ctttgceatg
tcgeacctga
tgttggaatt
cecttgtatt
cgtgagttit
gatcottktt
gtggttitgtt
agagcgcagea
aactctgtag
agtggcegata
cageggtegg
accgaactga
aaggcggaca
ccagguggaa
cgtcgatttt
gectttttac
tocecetgatt
agccgaacga
tattttetce
caatectgekc
ggtcatgget
getccoggea
gttttcaccyg

agtgetttac
ccatcgeceet
ggactcketgt
taagggattt
aacgcgaatt
gtgcgoggaa

aanttaattet

attatcaata
gecagttccat
aatacaacct
agtgacgact
aacaggecay
tegtgattge
aggaantcgan
atcaggatat
ccatgeatca
cagccagttt
tttcagaaac
ttgcccgaca
taatcgecgge
actgtttatg
cgttccactg
ttctgegegt
tgccggatéa
taccaaatac
caccgectac
agtcgtgtct
getgaacgug
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgete
ggttectgge
ctgtggataa
ccgagcgceag
ttacgcatct
tgatgccgea
gcgecccgac
tecgettaca
tcatcaccga

ggecacctcga
gatagacggt
tccaaactgg
tgecgattte
tcaacaaanat
cecctatttyg
tagaasanct
ccatattttt
aggatggcaa
attaatttee
gaatccggtyg
ccattacget
goctgagega
tgeaacegge
tettetanta
tcaggagtac
agtctgacca
aactctggeg
ttatcgecgag
ctagagcaag
taagcagaca
agcgtcagac
aatctgetge
agagctacca
tgteoettcta
ataccteger
taccgggtty
gogttegtge
gegtgagota
aagcggcagy
tctttatagt
gtcagggogo
cttttgetgg
cegtattacc
cgagtcagty
gtgeggtatt
tagttaagece
acccgccaac
gacaagectgt
aacgcgegag

ccoccaaasan
ttttcgoect
aacaacactc
ggcctattgy
attaacgttt
tttatttttc
catcgagcat
guaaaagccg
gatcctggta
cctcgtcoaaa
agaatggcaa
cgtcatcaaa
gacgaantac
gcaggaacac
cetggantge
ggataanatg
tctcatctgt
catcgggett
cccatttata
acgtttcceg
gttttattgt
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actettttte
gtgtagcegt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtoggaacag
cctgtegggt
cggagcctat
ccttttgete
gcectttgagt
agcgaggaag
tcacaccgca
agtatacact
acccgetgac
gaccgtctce
gcagetgcgg
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cttgattagg
ttgacgttgg
aaccctatct
ttananantg
acaatttcag
taaatacatt
caaatgaaac
tttectgtaat
teggtetgeg
aataaggtta
aagtttatge
atcactcgea
gocgatcgetg
tgccagogea
tgttttececeg
cttgatggte
aacatcattg
cccatacaat
cccatataaa
ttgaatatgg
tcatgacoan
agatcaaagg
aaanaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
goettggageg
ccacgettee
gagagcgcac
ttcgecoacct
ggaaaancge
acatgttectt
gagctgatac
cggaagagcy
tatatggtge
cegetatege
gegecctgac
gggagctgea
taaagctcat

PCT/US2004/006507

gtgatggttc
agtccacgtt
cggtctatke
agctgattia
gtggcacttt
caaatatgta
tgcaatttat
gaaggagaaa
attccgacte
tcaagtgaga
atttetttee
tecaaccaanc
ttaaaaggac
tcaacaatat
gggatcgeag
ggaagaggca
gcaacgetac
cgatagattg
tcagcatcca
ctcataacac
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccageg
tggctkecage
ccacttcaay
ggctgctgce
goataaggcy
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgug
cagcaacgey
tcetgegtta
cgetcegecge
cctgatgegg
actctcagta
tacgtgactg
gggettgtet
tgtgtceagag
cagegtggte

a40
o0
] 1
420
480
540
600
660
730
780
840
500
960
1020
1080
1140
13200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1660
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
4230
2280
2340
2400
1460
2520
2580
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gtgaagcgat
aagcgttant
ggtcactgat
acgagagagy
ttgtgagggt
teoaatgeong
tgegatgeay
cgaaacacgg
geagtegett
ccgeeagect
catgeoegyeg
ggcttgageg
goctccagega
gagttgeatg
ccggaaggag
atgagtgage
cctgtegtge
tgggcgeoag
cocgectggec
aatcetgtet
atcccactac
-cgeceagege
geatttgeat:
teggotgaat
agacagaack
gctoccacgee
ggtcagagac
catcctggte
tgtgecaccge
tggcacccag
gugccagact
ccacgeggtt
tcgcagaaac
catactctge
cttecogugeg
tctegacgot
ccgttgagea
coggocacgg
cgagoccgat
gegeoggtga

tcacagatgt
ftetggette
gectecgtgt
atgctcacga
asacaactgg
cgcttegtta
atcegganca
Baaccgaaga
cacgtteget
agccgggtco
ataatggect
agyggcgtgea
aagcggteoct
ataangangm
ctgactgggt
taacttacat
cagectgeatt
ggtggttttt
ctgagagagt
gatggtggtt
cgagatatce
catctgatcg
ggtttgttga
ttgattgega
taatgggeeco
cagtegegta
atcaagaaat
atccagecgga
cgctttacag
ttgatcggeg
guaggtgyca
gggaatgtaa
gtggctggee
gacatcgtat
ctatcatgecc
ctcccttatyg
cegocgoeege
ggeectgeccac
cttcececeate
tgcocggecoac

ctgectgtte
tgatanagceg
aagogugatt
tacgggttac
cggtatggmt
atacagatgt
taatggtgea
ccakttocatgt
cgegtategg
tcaacgacag
gettctegoce
agattccgaa
cgccgaaant:
cagtcatang
tgaaggctct
taattgegtt
aatgaategg
ctittcacca
tgcagcaagce
aacggeggga
geaccoaacge
ttggcaacca
aaaccggaca
gtgagatatt
gctaacagey
ccgtectteat
aacgccggaa
tagttaatga
gcttecgacge
cgagakttas
acgccaatca
tteageteeg
tggttcacca
aacgttactg
ataccgegua
cgactecetge
aaggaatggt
catacccacg
ggtgatgteg
gatgegtcog

atcegegtee
ggccatgtta
tctgttoatg
tgatgatgaa
gcggcgggac
aggtgtteca
gugcgetgac
tgttgctcag
tgattcattc
gagcacgate
gaaacgtttg
taccgocaagc
gacccagagce
tgcggegacg
caagggecatc
gegectcactg
ccaacgoegeg
gtgagacgygg
ggtccacget
tataacatga
gcagcccgga
gcatcgecagt
tggcactcea
tatgecagee
cgattigetg
gggagaaaat
cattagtgea
tcagcccact
cgecttegtte
tcgecegegac
gcaacgactg
ccatogecoge
cgcgggaaac
gtttcacatt
aggttttgeg
attaggaage
gcatgcangg
cogaaacaag
gogatatagg
gcytagagga
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agetegtitga
agggeggttt
guggtaatga
catgecogyt
cagagasaasa
cagggtagec
tteegegttt
gtcgeagacg
tgctamceag
atgegcaccec
gtggegggac
gacaggccga
getgecggea
atagtoatge
ggtcgagatc
ccegetttec
gogagaggcey
caacagctga
ggtttgecce
gectgtectteg
ctcggtantg
gggaacgatg
gtegeetteo
agecagacge
gtgacccasat
aatactgttg
ggcagettee
gacgegttge
taccatcgac
aatttgogac
tttgeceegee
ttecactttt
ggtctgataa
caccaccctyg
ccattcgatg
agcccagtag
agatggegee
cgcteatgayg
cgecagocaac
tegagatote
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gtttctocag
tttoctgttt
taccgmtgan
tactggaacg
tcacteaggyg
agcagcoatcc
ccagacttta
ttttgeagea
taaggcaacc
gtggggeege
cagtgacgaa
tocatcgtege
cctgtcctac
cccgegecea
ccggtgecta
agtcgggaaa
gtttgegtat
ttgeecetteca
agecaggcgan
gtatcgtogt
gcgegeattyg
cccteoattca
cgttccgota
agacgegceg
gcgaceagat
atgggtgtet
acagcaatgy
gcgagaagat
accaccacgc
ggcgegtgea
agttgttgtyg
tececgegtit
gagacaccgg
aattgactct
gtgtccggga
taggttgagg
caacagtcce
cecgaagtogy
cgecacctgtg
gatccocgoga

4640
2700
2760
2830
2880
4940
aoo0
3060 -
3130
a1eo0
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
37120
3780
Jado
3500
3560
4020
4080
4140
4200
4160
4330
4380
4440
4500
4560
4630
4680
4740
4800
4860
4520
4980
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anttaatacg
ccttaaggag
tggcaatgan
aatcagatta
aggtcctatt
gcocgagacas
gcggaatgge
acaagattat
atatcatatt
ccagetatga
taaaganaga
agtggaggat
gcatactcaa
agatctatce
canagtttga
ggectgettea
tggagtcagt
tcttggtact
asnaaccgga
tcagtctaaa
gugaactctyg
agaacctgga
gttctteoaac
cggaactcat
ggaaggtaca
gagcaacctlt
accaccactg
ccgetgageca
tgctganagy

<3210> 14
<3211> 7454
<212> DNA

actcactata
gatataacat
atttattgac
ctttggcang
tategaccaa
tgcgcogega
cgtaactatt
tagtttcaaa
tttcecagege
agggtacttt
ggacgagcta
ataataccag
actttgtect
aataaaasag
tcacctgect
aggcctggge
getgagggoa
catgtetcat
tgtgetgett
ggacaaaccc
ggtcagagac
ggcagattct
accacataac

cacatgcttc
gaaatcattt
gacaagagat
agatccgget
ataactagca
aggaactata

guggaattgt
atggctygety
aatacgettt
cttgagagea
ﬂnﬁautcgtc
accattttca
tetgtcaaat
gagatgaatc
agegtgecgg
cttgeocatgeg
ggcgatcgea
gnntanntaé
cgtgaagaat
agagaggacc
geanggaakty
tacactgtog
Etegotgeca
ggcatectag
tatgacacca
aaggtcatca
tctccageak
gtttgonaga
gtgtcctgga
cagasatatt
gaagttccac
ttctacctct
getancaaag
taacccecktg
teeggbt

«<213> Artificial Saguence
<3214> Comprised of pET Vector & Homo Sapien, Paeudomonies Aeruginosa

<400> 14

gagcggataa
aaccagtaga
actttatage
aactatcggt
cactattega
ttatatctat
gtgaaaagat
cgocggataa
ggcacgataa
agaaggaacy
gcattatgtt
aatccatggg
tecctgagact
gcagacgeet
gggcteacta
ttgacgasaa
gaccagagea
agggaatctg
tcttccagat
ttgtcocagge
ccttggcagt
tccacgagga
gagaccgeac
cktgetgetg
aggctaaagc
ttcctggeoaa
cocgaaagga
gggcctctan

caattccect
agacaattge
tgaagatgat
cattcgtaat
ggacatgaca
gtacaaggat
atccacgetg
tatcaanggac
caagatgcaa
cgatctettt
cactgtccaa
ccatcatcat
gtgtasanaa
ggctcteate
tgacatcgty
gaatctceaca
caagtectct
cggaaccgey
attcaacaac
ctgcagaggt
cakctcttea
gaaggacttc
aagguggcicc
ccacctaatyg
ccagatgece
ttgactcgag
agctgagttg
acgggtettg

PCT/US2004/006507

ctagaccaca
atcaactttyg
gaaaacctgg
ttaantgace
gacagtgact
tctecagecge
tcgtgtgaga
acgasgtctg
tttgaatcat
aaacttattt
aatgaagact
catcatcatg
aatcatgatg
atatgcaata
gggatgaanan

gecagggata -

gacagcacgt
catasaaaga
cgcanctgece
gasaancatg
cagtcatctg
attgeotttet
atctitcatta
gasatattec
accatagaac
caccaccace
gctgetgoca
aggugttttt

5040
5100
5160
53220
5380
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6687

tggcgaatgg gacgegecet gtageggege attaagogeg gegagtgtoy tggttacgeg 60
cagegtgace getacacttg ceocageogecct agegeccget cctbtcegett tettcecttc 120
ctttectegee acgttegecg getttcoceg tcaagetcta aateggggge tcectttagg 180
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gtteccgattt
acgtagtgog
ctttaatagt
ttttgattta
acaasanttt
teggggaaat
tcegoteatg
tcatatcagg
actcaccgag

* gtccamcate

aatcaceatg
agacttgtte
cgttattcat
aattacaaac
tttecacetga
tgotgagtas
tasattecgt
ctttgceatg
tcgecacctga
tgttggaatt
ccctigtatt
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgte
agagegcaga
aactccgtag
agtggegata
cagcggtegy
accgaacktga
aaggcggaca
ccagggggan
cgtegatttt
gectttitac
tcccetgatt
agccgaacga
tattttctec
caatctgcte
ggtcatgget
getocccggca
gtttteacey

agtgetttac
ccategecect
ggactettgt
tangggattt
aacgcgaatt
gtgcgoeggaa
aattaattct
attatcaata
geagttecat
aatacaacct
agtgacgact
aacaggccag
tegtgattge
aggaatcgaa
atcaggatat
cecatgeatca
cagccagttt
tttcagaaac
ttgececcgaca
taatcgegge
actgtttatg
cgttccactyg
ttctgegogt
tgecggatea
taccaaatac
cacegectac
agtegtgtct
gctgancggg
gatacctaca
ggtatecggt
acgcctggta
tgtgatgetc
ggttcectgge
ctgtggataa
ccgagcegengy
ttacgecatct
tgatgeccgea
gcgcocccgac
tccgettaca
tcatcaccga

ggcacctoga
gatagacggt
tcocaaactgyg
tgeccgatkete
ttaacanaat
cccctatttg
tagaaaaact
ccatatkbttk
aggatggoeas
attaatttec
gaatceggty
ccaktktacgct
gcctgagega
tgcaaccgge
tcttctanta
tcaggagtac
agtctgaceca
aactctggeg
ttatcgcgag
ctagagcaag
taagcagaca
agegtoagac
aatctgetge
agagctacca
tgtecttcta
atacctceget
taccgggtty
gggttegtge
gegtgageta
aagcggcagy
tetttatagt
gtcaggguag
cttttgetgg
cegbattace
cgagtcagtyg
gtgeggtatt
tagttaagce
acccgecaac
gacaagctgt
aacgcgogag

ccCcaaaaan
ttttcgecoet
aacaacactec
ggoctattgg
attaacgttt
tttattttke
catecgageat
gaasaagccg
gatcctggta
cctcgtcaaa
agaatggcas
cgtcatcaaa
gacgeaatac
gcaggaacac
cectggaatge
ggataaaaty
tcteatetgt
catcgggett
cccatttata
acgtttcoeeg
gtttattgt
ccogiagaan
ttgcanacan
actectttttc
gtgtagccegt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccce
tgagaaagey
gtecggaacag
cctgtocgggt
cggagcctat
ccttttgete
gectttgagt
agcgaggaag
toacaccgom
agtatacact
acccgetgac
gaccgtctce
gongetgegy

cttgattagg
ttgacgttgg
aacecctatct
ttaaaaaaty
acaatttcag
taaatacatt
caaatgansac
tttctgtaat
toggtetgeg
aataaggtta
aagtttatgc
atcactegea
gegqategety
tgcecagegea
tgtttteceg
cttgatggte
aacatecattyg
cccatacaat
cccatataaa
ttgaatatgg
tcabtgaccaa
agatcasagg
AABBACCACC
cgaaggtaac
agttaggecca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggageg
ccacgetice
gagagcgcoac
ttcgeeacete
ggaaasacgc
acatgttctt
gagctgatac
cggaagagey
tatatggtge
ccgetatege
gegecctgac
gggagctgeca
taaagctcat
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gtgatggttce
agtccacgtt
cggtetattc
agctgattta
gtggcacttt
caaatatgta
tgcaatttat
gaaggagaaa.
attccgacte
tcaagtguga
atttetttec
Ecaaccaaac
ttaaanggac’
tcaacaatat
gugatcgeag
ggaagaggca
gcaacgctac
cgatagatty
tcageatcea
ctcatmacac
aatcccttaa
atcttctiga
gctaccageg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgectgec
ggataaggeg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgayg
cagcaacgeg
tectgegtta
cgetecgooge
cctgatgegg
actctcagta
tacgtgactg
gggettgtet
tgtgtcagag
cagcgtggte

a40
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
800
960
1030
1080
1140
1200
1360
1320
1300
14490
1500
1560
1520
le80
1740
1800
1860
1930
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2510
4580
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gtgaagcgat
aagegttant
gutcactgat
acgagagagyg
ttogtgagggt
tcaatgecag
tgocgatgeag
cgaaacacgyg
gcagtcgett
ccgecageck
catgecggey
gucttgageg
gctccagega
gagttgcatg
cocggaaggag
atgagtgage
cctgtegtge
tgugcgecay
ccgectggec
aatcctgttt
atcccactac
cgecocagege
gcatttgcat
tcggetgaat
agacagaact
gcectecacgee
ggtcagagac
catectggte
tgtgcaccge
tggeacccag
gggccagact
ccacgeggtt
togoagaaac
catactctge
cttcegggeg
tctegacget
ccgtitgageca
ccggecacgg
cgagecccgat
gcgooggtga

tcacagatgt
gtetggette
gecteegtat
atgcetcacga
azacaactgy
cgcktcgtta
atccggaaca
asaccgaaga
cacgtteget
agccggytce
ataatggeet
agggegtgea
aagcggtoect
ataaagaaga
ctgactgggt
taactiacat
cagetgeatt
ggtggttttt
ctgugagagt
gatggtggtt
cgagatatce
catctgateg
ggtttgttga
ttgattgega
taatgggoece
cagtegogta
atcaagaaat
atcecagcgga
cgctttacag
ttgatcgaeg
gwaggtggoa
gageatgtaa
geggctggec
gacatcgtat
ctatcatgee
cteecttatg
ccgoegecge
ggcectgccac
cttecoceccate
tgccggecac

ctgeoctgtte
tgataaagoy
aagggggatt
tacgggttac
cggtatggat
atacagatgt
taatggtgea
ccattcatgt
cgcegtategg
tcaacgacag
gottetegee
agattcogma
cgecganant
cagtcataag
tgaaggetct
taattgegtt
aatgaategy
cttttcacca
tgcagcaage
aacggcguga
gcaccaacgc
ttggcaacca
aaaccggaca
gtgagatatt
gctaacageg
cogtottcat
aacgcoggana
tapttantga
goettogacge
cgagatttaa
acgccantca
ttecagctceg
tggttcacea
aacgttactg
ataccgcgaa
cgactecctge
aaggaatggt
catacccacyg
gotgatgtcg
gatgcgteeg

atccgegtoc
gogccatgtta
tctgtteatyg
tgatgutgaa
gcgucgygac
aggtgttcca
gggcgotgac
tgttgoteag
tgattcatte
gagcacgatc
gaaacgttty
taccgcaage
gacccagagce
tgcggéyacg
caagggecatc
gcgetocactg
ccaacgegeg
gtyagacggy
ggtcecacget
tataacatga
gcagccecgga
geatcgecagt
tggcactcca
tatgccagece
cgatttgetg
gggagaaaat
cattagtgea
tcagceccact
cgettegtte
tcgacgegac
gcaacgactg
ccatcgeoge
cgogggaanc
gtttcacatt
aggttttgeg
attaggaagc
gcatgeangg
ccgaaacaag
gegatatagg
gogtagugys

agctegtiga
agggepgttt
souggtaatga
catgcecggt
cagagaaaas
cagggtagec
ttcegegtet
gtcgeagacy
tgcetanceay
atgcpecaccee
gtggcgggac
gacaggcega
getgoeggea
atagtcatge
ggtcgagatc
cccgetttee
gagagagucy
caacagctga
ggtttgecee
getgtetteg
cteggtaatg
gogaacgatg
gtcgeettec
agccagacge
gtgacccaat
aatactgttyg
ggeagctice
gacgegttge
taccatcgac
aatttgegac
tttgececegoee
ttocactttt
gotctgatan
caccaccctg
ccattcgatg
agccceagtag
agatggegee
cgcteatgag
cgccagcaac
togagatectc
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gtttcteoag
tttcectgtte
taccgatgan
tactggancg
teactecaggy
agoagcatcc
ccagacttta
ttttgcagon
taaggcaacc
gtggggccge
cagtgacgaa
tcategtege
cctgtecectac
ccegogecca
ccggtgecta
agtcgggaaa
gtttgegtat
ttgcecttca
agcaggcgaa
gtatcgtegt
gogegeattyg
cccteattca
cgttccgeta
agacgcgecg
gcgaccagat
atgggtgtct
acagcaatgg
gogagaagat
accaccacgce
gucgegtgea
agtigttgtg
toccegegttt
gagucaccgyg
aattgactct
gtgtccggga
taggttgagy
caacagtccc
cccgaagtgg
cgoacctgty
gatccogega

2640
a700
2760
1820
28480
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
660
3710

.3780

3a40
3500
3560
4020
4080
4140
41200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4930
49484
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aattaatacg
ccttaaggag
tggcaatgaa
antcagatta
aggtectatt
gccgagacaa
goggaatgyge
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taaagaaaga
agtggaggat
geatactcaa
agatctatec
caaagtttga
ggctgettea
tggegtoagt
tettggtact
assaaccggn
teagtectaan
gggaactctyg
agaacctgma
gttcttcaac
cgguactcat

gomaggtaca

gegeaaccktt
ctggtggece
egteggoetg
cgccggcegy
tgugcegeagt
gatcacagtc
cggectggt
ctaccageeg
gctgocatig
getgttceoy
cctgecgaty
gocgucaucy
cgocgegety
getgacgate
gatceguctg

acteactata
gatataacat
attecattgac
ctttggcang
tatcgaccan
tgogeegoega
cgtaactatt
tagtttcana
tttecagege
agggtacttit
ggacgagcta
ataataccag
actttgtect
aataaaaasg
tceacctgect
aggcctggyc
getgagggea
catgtctcat
tgtgctgott
ggacaaacce
ggtcagagac
ggoagattet
accacataac
cacatgectte
ganatcattt
gacaagagat
ycgatgggeg
caggtetogg
ttgegetogy
coggtggect
agcctggeceqg
cgocgoecace
gecggcgagoec
ccgatcgacg
aacagccctg
tgggcgeoga
aaggtgeage
gogutegagy
cattgytace
ctaacaaagc

goguaattgt
atggetgetyg
aatacgecttt
cttgagagca
gugaatcgtc
accattttca
tctgtcaaat
gagutgantc
agegtgecyy
cttygeatgeg
ggcgatcgoea
gaataastaa
cgtgangaat
agagaggacc
gosaggaaty
tacactgtgy
tttgetgeoan

ggcatcectag:

tatgacacca
aaggtcatca
teteceageat
gtttgcaaga
gtgtecoctgga
cagasatatt
gaagttccac
ttetacctet
gegttggtat
gcagcgecgce
cgctggeega
tcctegaage
acgagegetg
tgetecgtgg
tggeggaagco
tgectagtect
guctggucct
gocgtgeegen
tgctoggegat
acgaacggeg
cctgagtgge
ccgaBaggan

gagcggataa
aaccagtaga
actttatagc
aactatcggt
cactattcga
ttatatctat
gtgasaagat
cgccggatan
ggcacgataa
agaaggaacg
geattatgtt
aatccatggg
tcetgagact
gcagacgcct
gggctcacta
ttgacgaaaa
gaccagagca
agggaatctg
tettcoagat
ttptcoagge
ccttggeagt
tccacgagga
gagaccgcac
ctigetgetg
aggctaangc
ttcoctggean
ggogatttct
cpagcaggec
geaggaccag
cttgagcegay
ggtgccgyag
cgaggeggcy
ggccgagetyg
aggeatggge
ggcpgatggat
coagegacty
ccagggecag
gatgcoggtt
ggactcgayge
gotgagttyg
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caattccect
agescaattge
tgaagatgat
cattcgtaat
ggacatgaca
gtacaaggat
atccacgetyg
tatcanggac
caagatgcaa
cgatctettt
cactgtccaa
ccatcatcat
gtgtaaaanns
ggctcteate
tgacatecgtyg
gaatctcaca
caagtcetet
cggaactgey
attcaacaac
ctguagaggt
catctettea
gaaggacttc
aaggggctee
ccacctaatg
ccagatgecc
ttgactcgag
gagttgaage
cgeggectyy
gegetgetog
gagcegetgg
tegeatgeeg
aaggcgeget
gccgaccate
gacgacggcc
ccooaguaga
accetgecge
tccaagetgg
cgegectiee
ACCACCACCR
ctgetgecac

mwéx.

ctagaccaca
aktcaactttg
gasaacctgg
ttaaatgacc
gacagtgact
tctcagcege
tcgtgtgaga
acgaagtctg
ttegaatecat
aaacttattt
aatgasgact
catcatcatyg
aatcatgatg
atatgcaata
gugatgasaa
geeagggata
gacagoacgt
cataaaaaga
cgcaactgee
gaaaascaty

cagteatetyg.

attgetttet
atctteatta
gaaatatttc
accatagaac
cteggtggee
tgcoyggecgg
cegoecgaggt
tgutgtoeegy
actggtcgeg
atagcaacgc
tecateggeect
acctgoacga
ataccgecte
cgegeegtty
gegcegtget
ccaccctgaa
tcegegegee
ccaccactga
cgctgagoaa

5040
5100
5160
5320
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640

5700 -

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
€540
6600
6660
6740
6780
6840
6300
6960
70320
7080
71440
7200
7360
7320
7380
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taactagcat aaccccttgg ggectctaaa cgggtctiga ggggtttttt getgamagga 7440
ggaactatat cecgg 7454
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Métodos para prevenir la gluconoilacién de proteinas

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién estd en el campo de la ingenierla bioquimica. Mas
particularmente, esta invencién se refiere a procedimientos de fermentacién
para producir polipéptidos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Escherichia coli ("E. coli") es un hospedante usado habitualmente para
expresar proteinas para propésitos de investigacion, diagnéstico, terapéuticos
e indusfriales. Los sistemas de exprasion modemos pueden lograr altos niveles
de una amplia variedad de proteinas (Baneyx, Current Opinion in
Biotechnology 10:411-421 (1899)). Sin embargo, la calidad de la protelna
expresada con frecuencia es tan importante o mas importante que la cantidad.
Las protelnas expresadas en E. coll se pueden formar como agregados
insolubles, o pueden tener aminoécidos mal incorporados (Bogosian, et al.,
Joumal of Biological Chemisiry 264:531-539 (1989)), o retener !a metionina N-
termin_al (Chaudhuri, et al., Journal of Molecular Biology 285:1179-1194 (1999);
Vassileva-Atanassova, et al., Joumal of Biotechnology 69:63-67 (1999);
Yamashita, et al., Protein Expression & Purification 16:47-52 (1999)). Ademas,
se pueden producir modificaciones postraduccionales indeseadas tales como
oxidacion (Berti, et al, Protein Expression & Purification 11:111-118 (1887);
Konz, et al., Biotechnology Progress 14:393-409 (1998)) o a-N-6-
fosfogluconoilacion (Geoghegan, et al., Anal. Biochem. 2687.169-184 (1998);
Kim et al., Acta Crystallographica Section D-Biological Crystaliography 57.759-
762 (2001); Yan, et al., Biochemical & Biophysical Research Communications
262:793-800 (1999) "Yan et al. I"; Yan, et al., Biochemical & Biophysical
Research Communications 259:271-282 (1999) "Yan et al. II"). Estas
modificaciones pueden afectar adversamente a la actividad, estabilidad,
estructura ¢ inmunogenicidad de la proteina expresada, reduciendo en gran
medida la utilidad de E. coli como hospedante para expresar polipéptidos.

Se ha descrito la alfa{a)-N-6-fosfogluconoilacién de varias protelnas
recombinantes fusionadas con marcadores de afinidad de hexahistidina
("marcadores hexa-His") (Geoghegan, ef al.; Kim, ef al.; Yan et al. |; Yan et al.
If). En estos estudios, se encontré que un derivado de acido glucénico se
unia al extremo de la proteina recombinante. Todas estas proteinas se
expresaron en cepas B de E. coli, usando vectores basados en pET
(Novagen). Donde se indicaba, se us6 medio LB. El aducto se detecté como
una masa adicional asociada con el polipéptido de 258 Daltons ("Da"), que
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representaba la adicién de la 6-fosfogluconolactona (6-PGL), o de 178 Da, que
representaba la presencia de gluconolactona sin el fosfato. Se supuso que la
fosfogluconoilacién se producla en el grupo a-amino N-terminal por reaccién
con la 6-PGL enddgena, un producto intermedio del ciclo de las pentosas
fosfato. Se propuso que el aducto de +178 Da era el resultado de la actividad
enzimatica actuando en el aducto de +258 Da para eliminar el fosfato. Se
mostré que la formacién del aducto era especlfica para la secuencia de
aminoacidos en el extremo N adyacente al marcador de His. Las secuencias
polipeptidicas GXXHHHH, donde XX es SS, SA, AS, o AA, eran las mas
propensas a la a-N-6-fosfogluconoilacién, mientras que SHHHHHH era menos
propensa, y PHHHHHH y PFHHHHHH no se modificaban en absoluto
(Geoghegan, et al.). No se detectaron modificaciones de ofros grupos amino
en ninguna otra parte de la protelna en experimentos in vivo o in vitro que
usaron niveles altos de gluconolactona afadida. (Geoghegan, et al.)

Se ha mostrado que la fosfogluconocilacién N-terminal inhibe la
cristalizacion de protelnas (Kim, et al.), pero se sabe relativamente poco mas
sobre su efecto en la funcién, estabilidad o inmunogenicidad de la protelna. Se
espera que la 6-PGL, que es un potente electréfilo, pueda estar implicada en
reacciones de glicacion in vivo (Rakitzis and Papandreou, Chemico-Biological
Interactions 113:205-216 (1998)). La glicacion de protelnas se ha estudiado
ampliamente y se sabe que juega un papel fundamental en el envejecimiento y
estados patoldgicos relacionados con complicaciones diabéticas (Baynes and
Monnier, The Maillard Reaction in Aging, Diabetes, and Nutrition. Alan R. Liss,
New York (1989)). Se ha mostrado que la delta-gluconolactona anadida de
forma exdgena, produce glicaciéon de la hemoglobina, que puede ser un factor
en las complicaciones vasculares de la diabetes (Lindsay, ef al., Clinica
Chimica Acta 263:239-247 (1997)). Ademés, la glicacién de la alanina-
aminotransferasa en el grupo epsion-amino de la Lys 313 reduce
notablemente su actividad catalltica (Beranek, et al., Molecular & Cellular
Biochemisiry 218:35-39 (2001)).

Se ha mostrado que la 8-fosfogluconolactonasa ("pgl") es una enzima
esencial de la ruta de las pentosas fosfato, especificamente en la hidrélisis
de PGL a &cido 8-fosfoglucénico. (Miclet, et al., J. Biol. Chem. 276:34840-
34846 (2001)). Se ha identificado el gen que codifica esta enzima en seres
humanos (Collard, et al., FEBS Letters 459:223-226 (1999)), Pseudomonas
aeruginosa (Hager, et al., Jounal of Bacteriology 182:3934-3941 (2000)), y
Trypanosoma brucei y Plasmodium falciparum (Miclet, et al.). Aunque se ha
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observado la actividad de la pgl desde hace tiempo en E. coli (Kupor and
Fraenkel, Joumal of Bacteriology 100:1296-1301 (1969) "Kupor I" and Kupor
and Fraenkel, Joumal of Biological Chemistry 247:1904-1810 (1972) "Kupor
II"), no se ha identificado la secuencia génica responsable de la codificacién de
una enzima con esta actividad (Cordwell, S. J. Arch. Microbiol. 172:269-279
(1999)). Se ha sugerido que ademas de permitir el flujo metabdlico por el ciclo
de las pentosas fosfato, la actividad de la pgl dentro de la célula previene la
acumulacién de 6-PGL y las consiguientes reacciones perjudiciales con
nucledfilos intracelulares (Miclet, et al.). Las observaciones descritas de
fosfogluconoilaciéon de protelnas en el extremo N, apoyan la hipétesis de que la
6-PGL producida en la ruta puede modificar protelnas, pero no se han descrito
pruebas de que la modulacién de la actividad de la pgl pueda afectar a los
niveles de proteina modificada.

Ademas, la cepa de Escherichia coli BL21(DE3) es un hospedante
usado habitualmente para expresar protelnas con propdésitos de investigacion,
diagndstico, terapéuticos e industriales, Studier, F.W., and Moffatt, B.A., J. Mol.
Biol. 1986 May 5; 189(1):113-130. Esta cepa es comerciaiments atractiva
porque alcanza niveles muy altos de expresion de proteina recombinante
mediante acoplamiento de la expresion de una copia cromosémica de la RNA-
polimerasa de T7 y el uso de un promotor de RNA-polimerasa de T7 basado
en plasmido en la protelna recombinante de interés. De acuerdo con esto,
puesto que la RNA-polimerasa de T7 es una RNA-polimerasa extremadamente
selectiva y activa, la transcripcién de la protelna recombinante se acumula con
niveles muy altos, con fracuencia incluso hasta el punto de que disminuyen los
transcritos de la célula hospedante.

Desafortunadamente, la cepa BL21(DE3) libera muy lentaments,
aunque detectable, particulas de fago lambda infeccioso, del orden de 10-20
unidades formadoras de placa/ml (UFP), Stewart Shuman, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1989; 89:3489-3493. Segun parece, se introdujo el gen de ia RNA-
polimerasa de T7 en el cromosoma de la célula hospedante BL21 mediante
transduccién con el fago lambda defectuoso DE3 que llevaba el gen de la
RNA-polimerasa de T7 insertado en el gen int de lambda, Studier, F.W., and
Moffatt, B.A.,, J. Mol. Biol. 1986; 188(1):113-130. El profago defectuoso
resultante no puede replicarse nommalmente debido a la interrupcién del gen
int. La escision cromosdémica del profago DE3 es un requisito para la
replicacion del profago antes del empaquetamiento y liberacién de particulas
de fago infeccioso, y depende de la recombinacién de la escision homéloga
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que es dirigida por el producto del gen int. Como se describe en la presente
memoria, niveles muy bajos de particulas de fago liberadas son debidos a
sucesos de escision del profago aleatorios independientes de inf. Aunque la
liberacién de niveles muy bajos de particulas de fago infeccioso puede ser
aceptable en algunos laboratorios de investigacién, cualquier liberaciéon de fago
infeccioso es totaimente inaceptable en el marco de instalaciones de
fabricacién biofarmacéuticas, tanto debido a consideraciones de seguridad
para el paciente como a que la liberacidon de agentes infecciosos puede poner
en riesgo otros procedimientos de fabricacién basados en E. coll.

Es muy necesario un método para expresar o Ssobreexpresar
polipéptidos en un microorganismo, tal como E. cofi, con una menor incidencia
de fosfogluconoilacion durante la fermentacion. Ademés, seria muy
conveniente la creacién de una célula hospedante BL21(DE3) totaimente libre
de fagos, para fabricar protelnas recombinantes terapéuticas en el formato de
E. coli.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona métodos para prevenir la
gluconoilacién de polipéptidos expresados por microorganismos, mediante
crecimiento del microorganismo en medio de cultivo rico. -

La presente invencidn también proporciona métodos para prevenir la
gluconoilacién de polipéptidos expresados por microorganismos, que incluyen
introducir (por ejemplo, transformar, infectar o transfectar) DNA que codifica un
polipéptido que demuestra actividad de pgl en el microorganismo. Este
polipéptido puede ser una enzima fosfogluconolactonasa. En otro aspecto de la
invencién, ia enzima fosfogluconolactonasa puede tener una secuencia de
aminodcidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90% respecto
a la enzima fosfogluconolactonasa producida por Pseudomonas, incluyendo,
pero sin limitar, P. aeruginosa.

La presente invencién también proporciona microorganismos capaces
de prevenir la gluconoilacin de protelnas. En una realizacién, un
microorganismo puede contener DNA que codifica un polipéptido que
demuestira actividad de pgl.

La presente invencién también proporciona un polinuciedtido aislado
que tiene una identidad de al menos 90% respecto al polinucleétido expuesto
en al SEQ ID NO:7.

La presente invencion también proporciona un microorganismo sin
expresion detectable de fago lambda infeccioso.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS .

La Figura 1 muestra un mapa de enzimas de restriccidn del vector
pECO-1-pgl-2-13.

La Figura 2 muesira una secuencia polinucleétida para el vector pECO-
1-pgl-2-13. (SEQ ID NO:9).

La Figura 3 muesta un mapa de enzimas de resfriccion del vector
pPET28ProlL18Casp5. :

La Figura 4 muestra una secuencia polinucledtida para el vector
pPET28ProlL18Casp5. (SEQ ID NO:13)

La Figura 5 muesira un mapa de enzimas de restriccion del vector
pET28prolL18Casp5+pg|.

La Figura 6 muestra una secuencia polinucledtida para el vector
pET28prolL18Casp5+pgl (SEQ ID NO:14).

La Figura 7 muestra una secuencia polinucledtida, SEQ ID NO:7.

La Figura 8 muestra una secuencia polipeptidica, SEQ ID NO:8.

Glosario

"Célula(s) hospedante(s)" es una célula, incluyendo pero sin limitar, una
célula bacteriana o célula de un microorganismo, en la que se ha introducido
(por ejemplo, transformado, infectado o transfectado) o se puede introducir (por
ejemplo, transformar, infectar o transfectar) una secuencia polinucledtida
aislada.

"Transformado” como se conoce en la técnica, es la modificacion directa
del genoma o episoma de un organismo mediante la introduccion de DNA o
RNA extemno, o cualquier otra introduccién estable de DNA o RNA externo.

"Transfectado” como se conoce en la técnica, es la introduccion de DNA
o RNA externo en un microorganismo, incluyendo, pero sin limitar, DNA o RNA
recombinante.

"Identidad”, como se conoce en la técnica, es una relacién entre dos o
més secuencias polipeptidicas 0 dos o mas secuencias polinucledtidas, segin
el caso, determinada comparando las secuencias. En la téchica, "identidad”
también significa el grado de conexién entre las secuencias polipeptidicas o
polinucledtidas, segin el caso, determinado por la corespondencia entre las
hebras de dichas secuencias. La "Identidad" se puede calcular faciimente por
métodos . conocidos, incluyendo, pero sin limitar, los descritos en
(Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press,

New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith,
D.W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysls of Sequence
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Data, Part |, Griffin, A.M., and Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey,
1994, Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic
Press, 1987; y Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J.,
eds., M Stockton Press, New York, 1991; y Carillo, H., and Lipman, D.,
SIAM J. Applied Math., 48:1073 (1988)). Los métodos para determinar la
identidad estan disefiados para dar la mayor comespondencia entre las
secuencias ensayadas. Ademds, los métodos para determinar la identidad
estdn codificados en programas de ordenador disponibles por el ptiblico. Entre
los métodos de los programas de ordenador para determinar la identidad entre
dos secuencias se incluyen, pero no se limita, el paquete de programas GCG
(Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research 12(1). 387 (1984)), BLASTP,
BLASTN, y FASTA (Altschul, S.F. et al., J. Molaec. Biol. 215: 403-410 (1980)). El
programa BLAST X estA disponible por el pablico en NCBI y otras fuentes
(BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894;
Altschul, S., et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)). También se puede usar el
conocido algoritmo de Smith Waterman para determinar la identidad.

Entre los pardmetros para comparar secuencias polipeptidicas se
incluyen los sigulentes:

Algoritmo: Needleman and Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970)

Matriz de comparacién: BLOSSUMS2 de Hentikoff and Hentikoff, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 89:10915-10919 (1992).

Penalizacién por hueco: 12

Penalizacion por longitud del hueco: 4 i

Un programa (til con estos pardametros esta disponible por el publico
como el programa "gap” de Genetics Computer Group, Madison WI. Los
parametros mencionados son los parametros por defecto para comparaciones
de péptidos (junto con la no penalizacién por huecos terminaies).

Entre los pardmetros para comparar polinucledtidos se incluyen los
siguientes:

Algoritmo: Needleman and Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1870)

Matriz de comparacién: corespondencias = +10, no comespondencias =

Penalizacién por hueco: 50

Penalizacion por longitud del hueco: 3

Disponible como: El programa "gap" de Genetics Computer Group,
Madison WI. Estos son los parametros por defecio para las comparaciones de
acidos nucleicos.
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A continuacion se proporciona un significado preferido para "identidad”
para polinucledtidos y polipéptidos, segun el caso, en (1) y (2).

(1) Las realizaciones de polinucledtidos incluyen ademés un
polinuciedtido aislado que comprende una secuencia polinuciedtida que tiene
una identidad de al menos 70, 80, 85, 90, 95, 97 &6 100% respecto a la
secuencia de referencia del SEQ ID NO:7, en el que dicha secuencia
polinucledtida puede ser idéntica a la secuencia de referencia del SEQ ID
NO:7, o puede incluir hasta un cierto nimero entero de alteraciones de
nucledtidos comparado con la secuencia de referencia, en el que dichas
alteraciones se seleccionan del grupo que consta de al menos una supresion,
sustitucién, incluyendo transicion o transversion, o insercion de nucledtido, y en
el que dichas alteraciones se pueden producir en las posiciones terminales 5' o
3' de la secuencia de nucledtidos de referencia o en cualquier sitio entre esas
posiciones terminales, intercaladas individualmente entre los nucledtidos en la
secuencia de referencia o en uno 0 mas grupos contiguos en la secusncia de
referencia, y en el que dicho nimero de alteraciones de nucledtidos se
determina multiplicando el nimero total de nucleétidos en el SEQ ID NO:7 por
el nimero entero que define el porcentaje de identidad dividido entre 100, y
después restando este producto a dicho nimero total de nucledtidos en el SEQ
ID NO:7, o:

Np < Xp={Xn*Yy) .

en el que n, es el nimero de alteraciones de nucledtidos, x, es el
numero total de nucledtidos en el SEQ ID NO:7, y es 0,95 para 95%, 0,97 para
97%, o 1,00 para 100%, y = es el simbolo del operador de multiplicacion, y en
el que cualquier producto no entero de x, e y se redondea por defecto al

" nGmero entero mas cercano antes de restarlo a x,. Las alteraciones de una

secuencia polinucledtida que codifica un polipéptido pueden crear mutaciones
sin sentido, sustitutivas, o con desplazamiento del marco de lectura en esta
secuencia codificante, y por lo tanto pueden alterar el polipéptido codificado
por el polinuclestido después de dichas alteraciones.

(2) Las realizaciones de polipéptidos incluyen ademas un polipéptido
aislado que comprende un polipéptido que tiene una identidad de al menos 70,
80, 85, 80, 95, 97 6 100% respecto a una secuencia polipeptidica de
referencia, en el que dicha secuencia polipeptidica puede ser idéntica a la
secuencia de referencia, o puede incluir hasta un cierto nimero entero de
alteraciones de aminodcidos comparado con la secuencia de referencia, en el
que dichas alteraciones se seleccionan del grupo que consta de al menos una
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supresion, sustitucion, incluyendo sustitucién conservativa y no conservativa, o
insercion de aminodcido, y en el que dichas alteraciones se pueden producir en
las posiciones amino o carboxi terminales de la secuencia polipeptidica de
referencia o en cualquier sitio entre esas posiciones terminales, intercaladas
individuaimente entre los aminoacidos en la secuencia de referencia, o0 en uno
0 mas grupos contiguos en la secuencia de referencia, y en el que dicho
ndmero de alteraciones de aminoacidos se determina multiplicando el nimero
total de aminoacidos por el nimero entero que define el porcentaje de
identidad dividido entre 100 y después resiando este producto a dicho numero
total de aminoacidos, o:

Ny <Xy -{Xg*Y)

en el que n, es el nimero de alteraciones de aminodcidos, x, es el
nimero total de aminoacidos en la secuencia, y es 0,95 para 95%, 0,97 para
97%, 0 1,00 para 100%, y = es el simbolo del operador de multiplicacién, y en
el que cualquier producto no entero de x, e y se redondea por defecto al
namero entero mas cercano antes de restario a x,.

“Aislado" significa alterado "por la mano del hombre" de su estado
natural, es decir, si se encuentra en la naturaleza, se ha cambiado o sacado de
su entomo natural, o ambos. Por ejemplo, un polinucledtido o polipéptido
presente de forma natural en un organismo vivo no esta "aislado”, pero este
mismo polinucledtido o polipéptido separado de los materiales con los que
coexiste en su estado natural, estd "aislado", incluyendo, pero sin limitar,
cuando dicho polinucleétido o polipéptido se vuelve a introducir en una célula.

"Polinucledtido(s)" en general se refiere a cualquier polimribonucleétido o
polidesoxirrubonucleétido, que puede ser RNA o DNA no modificado o RNA o
DNA modificado. "Polinucledtido(s)" incluye, sin limitacibn, DNA mono y
bicatenario, DNA que es una mezcla de regiones mono y bicatenarlas o
regiones mono, bi y tricatenarias, RNA mono y bicatenario, y RNA que es una
mezcla de regiones mono y bicatenarias, moléculas hibridas que comprenden
DNA y RNA que pueden ser regiones monocatenarias o, mas tipicamente,
bicatenarias o fricatenarias, © una mezcla de regiones mono y bicatenarias.

. Ademds, "polinucledtido” tal como se usa en la presente memoria se refiere a

regiones tricatenarias que comprenden RNA o DNA, o tanto RNA como DNA.
Las hebras en dichas regiones pueden ser de la misma molécula o de
diferentes moléculas. Las regiones pueden incluir toda la regién de una o més
de las moléculas, pero mas tipicamente implican solo una region de algunas de
las moléculas. Una de las moléculas de una regién helicoidal triple es con
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frecuencia un oligonucledtido. Tal como se usa en la presente memoria, el
término "polinucledtido(s)" también incluye DNA o RNA como se han descrito
antes, que comprenden una o mas bases modificadas. Por lo tanto, los DNA o
RNA con cadenas principales modificadas por estabilidad o por otras razones
son "polinucledtido(s)" tal como se entiende este tdrmino en la presente
memoria. Ademas, los DNA o RNA que comprenden bases poco comunes,
tales como inosina, o bases modificadas, tales como bases tritiladas, sélo por
nombrar dos ejemplos, son polinuciedtidos tal como se usa el término en la
presente memoria. Se observard que se han hecho una gran variedad de
modificaciones al DNA y RNA que sirven para propésitos muy utiles para los
expertos en la técnica. El término "polinucledtido(s)” tal como se usa en la
presente memoria, abarca dichas formas de polinucledtidos quimica,
enzimatica 0 metabdlicamente modificadas, asl como las formas quimicas de
DNA y RNA caracteristicas de virus y células, incluyendo, por ejemplo, células
sencilas y complajas. "Polinucledtido{s)” también abarca polinucledtidos
cortos, denominados con frecuencia oligonucleétido(s).

"Polipéptido(s)" se refiere a cualquier péptido o proteina que comprende
dos 0 mas aminodcidos unidos entre sl por enlaces peptidicos o enlaces
peptidicos modificados. "Polipéptido(s)" se refiere tanto a cadenas cortas,
normaimente denominadas péptidos, oligopéptidos y oligomeros, como a
cadenas mas largas denominadas en general proteinas. Los polipéptidos
pueden comprender aminodcidos distintos de los 20 amino#acidos codificados
por genes. Los "polipéptido(s)” incluyen los modificados por procedimientos
naturales, tales como modificaciones en el procesamiento y ofras
postraduccionales, pero también por técnicas de modificacién quimica. Dichas
modificaciones estdn descritas en los textos bdsicos y en monograflas mas
detalladas, asl como en una voluminosa bibliografla de investigacion, y son
conocidas por los expertos en la técnica. Se apreciard que puede haber el
mismo tipo de modificacién con el mismo grado o distinto grado en varios sitios
en un polipéptido dado. También, un polipéptido dado puede comprender
muchos tipos de modificaciones. Las modificaciones se pueden producir en
cualquier siio en un polipéptido, incluyendo la cadena principal peptidica, las
cadenas laterales de los aminodcidos, y los extremos amino o carboxilo. Entre
las modificaciones se incluyen, por ejemplo, acetilacién, acilacién, ADP-
ribosilacién, amidacién, unién covalente de flavina, unién covalente de un resto
hemo, unién covalente de un nucledtido o derivado de nucledtido, unién
covalente de un lipido o derivado de lipido, unidn covalente de fosfatidilinositol,
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reficulacién, ciclaciéon, formacion de enlace disulfuro, desmetilacién, formacién
de reficulaciones covalentes, formacion de cistelna, formacién de
piroglutamato, formilacién, gamma-carboxilacién, formacién de anclaje de GPI,
hidroxilacién, yodacion, metilacién, mirstoilacion, oxidacién, procesamiento
proteolitico, fosforilacién, prenilacién, racemizacion, glicosilacién, unién de
lipido, sulfatacién, gamma-carboxilacion de los restos de Aacido glutamico,
hidroxilacion y ADP-ribosilacién, selenocilacion, sulfatacion, adicién de
aminodcidos a proteinas mediada por RNA de transferencia, tales como
arginilacién y ubiquitinacién. Véase por ejemplo, PROTEINS - STRUCTURE
AND MOLECULAR PROPERTIES, 2nd Ed., T. E. Creighton, W. H. Freeman
and Company, New York (1993), y Wold, F., Posttransiational Protein
Modifications:  Perspectives and  Prospects, pgs. 1-12 en
POSTTRANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF PROTEINS, B. C.
Johnson, Ed., Academic Press, New York (1983); Seifter ot al., Meth. Enzymol.
182:626-646 (1990), y Rattan et al., Protein thesis: Posttranslational
Modifications and Aging, Ann. N.Y. Acad. Sci. 663. 48-62 (1992). Los
polipéptidos pueden ser ramificados o ciclicos, con o sin ramificaciones. Los
polipéptidos ciclicos, ramificados y circulares ramificados pueden ser resultado
de procesos posiraduccionales naturales, y se pueden hacer también por
métodos completamente sintéticos.

"Sistema(s) de expresion recombinante" se refiere a sistemas de
expresidon o sus partes, o polinucledtidos de la invencién, introducidos o
transformados en una célula hospedante o lisato de célula hospedante, para
producir polinucleétidos y polipéptidos de la invencién

"Variante(s)” tal como se usa el término en la presente memoria, s un
polinucleétido o polipéptido que difiere de un polinucledtido o polipéptido de
referencia respectivamente, pero que retiene las propiedades esenciales. Una
variante tipica de un polinucledtido difiere en la secuencia de nucleétidos de
ofro polinuclettido de referencia. Los cambios en la secuencia de nuclettidos
de la variante pueden alterar 0 no la secuencia de aminodcidos de un
polipéptido codificado por el polinucledtido de referencia. Los cambios de
nucledtidos pueden dar como resultado sustituciones, adiciones, supresiones
de aminodcidos, protelnas de fusion y truncamientos en el polipéptido
codificado por la secuencia de referencia, como se discute a continuacién. Una
variante tipica de un polipéptido difiere en la secuencia de aminoacidos de otro
polipéptido de referencia. En general, las diferencias estén limitadas, de modo
que las secuencias del polipéptido de referencia y de la variante son muy
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similares en su totalidad, y en muchas regiones idénticas. Una variante y un
polipéptido de referencia pueden diferir en la secuencia de aminoéacidos en una
o mas sustituciones, adiciones, supresiones en cualquier combinacién. Un
resto de aminoacido sustituido o insertado puede ser uno codificado o no por el
cddigo genético. La presente invencidn también incluye variantes de cada uno
de los polipéptidos de la invencién, es decir, polipéptidos que varlan de las
referencias por sustituciones de aminodcidos conservativas, por las cuales un
resto es sustituido por ofro con caracteristicas similares. Dichas sustituciones
tipicas son entre Al, Val, Leu e lle; entre Ser y Thr, entre los restos acidos Asp
y Glu; entre Asn y Gin; y entre los restos basicos Lys y Arg; o restos aromaéticos
Phe y Tyr. Son particularmente preferidas las variantes en las que varios, 5-10,
15, 1-3, 1-2 0o 1 aminoacidos son sustituidos, suprimidos o afadidos en
cualquier combinacién. Una variante de un polinucledtido o polipéptido puede
ser una natural tal como una variante alélica, o puede ser una variante que no
se sabe que sea natural. Las variantes de polinucleétidos y polipéptidos que no
son naturales se pueden hacer por téchicas de mutagénesis, por sintesis
directa y por otros métodos recombinantes conocidos por los expertos en la
técnica.,

"Microorganismo(s)” significa un (i) procariota, incluyendo, pero sin
limitar, un miembro del género Strepltococcus, Staphylococcus, Bordefella,
Corynebacterium, Mycobacterium, Neisseria, Haemophilus, Actinomycefes,
Streptomycetes, Nocardia, Enterobacter, Yersinia, Fancisella, Pasturella,
Moraxella, Acinetobacter, Erysipelothrix, Branhamella, Actinobacillus,
Streptobacillus, Listeria, Calymmatobaclerium, Brucella, Bacillus, Clostridium,
Treponema, Escherichia, Salmonella, Kleibsiella, Vibrio, Proleus, Erwinia,
Borrelia, Leptospira, Spirillum, Campyilobacter, Shigella, Legionelia,
Pseudomonas, Aeromonas, Rickelisia, Chlamydia, Borrelia y Mycoplasma, e
incluyendo ademas pero sin limitar, un miembro de la especie o grupo,
Strepfococcus del Grupo A, Streplococcus del Grupo B, Streptococcus del
Grupo C, Streptococcus del Grupo D, Streptococcus del Grupo G,
Straplococcus pneumonias, Streplococcus pyogenes, Strepiococcus
agalactiae, Streptococcus faecalis, Streptococcus faecium, Sireptococcus
durans, Neisseria gonorrheae, Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium diptheriae, Gardnerelia
vaginalis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycabacterium
uicerans, Mycobacierium leprae, Actinomyctes israelii, Listeria monocytogenes,
Bordetella pertusis, Bordetella parapertusis, Bordetella bronchiseptica,
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Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Haemophilus influenzae, Haemophilus
aegyptius, Haemophilus parainiluenzae, Haemophilus ducreyi, Bordefella,
Saimonella typhi, Citrobacter freundii, Proteus mirabiiis, Proteus vuigaris, Yersinia
pestis, Kiebsiella pneumoniae, Serralia marcessens, Sermatia liguefaciens, Vibrio
cholera, Shigella dysenterii, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa,
Franscisella tularensis, Brucella abortis, Bacillus anthracis, Bacillus cereus,
Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Clostridium botulinum, Treponema
pallidum, Ricketltsia rickeltsiiy Chlamydia trachomitis, (i) un arqueén, incluyendo,
pero sin limitar, Archaebacter, y (iii) un eucariota unicelular o filamentoso,
incluyendo, pero sin limitar, un protozoo, un hongo, un miembro del género
Saccharomyces, Kluveromyces, o Candida, y un miembro de la especie
Saccharomyces ceriviseae, Kluveromyces lactis, o Candida albicans.
"Bacteria(s)(no)" significa un (i) procariota, incluyendo, pero sin limitar,
un miembro del género Streptococcus, Staphylococcus, Bordetella,
Corynebacterium, Mycobacterium, Neisseria, Haemophilus, Aclinomyceles,
Streptomycetes, Nocardia, Enterobacter, Yersinia, Fancisella, Pasturella,
Moraxella, Acinelobacter, Erysipelothrix, Branhamella, Aclinobacillus,
Streptobacillus, Listeria, Calymmatobactenum, Brucella, Bacillus, Clostridium,
Treponema, Escherichia, Saimonella, Kleibsiella, Vibrio, Proteus, Erwinia,
Borrelia, Leptospira, Spinillum, Campyiobacter, Shigella, Legionella,
Pseudomonas, Aeromonas, Rickettsia, Chlamydia, Borrelia y Mycoplasma, e
incluyendo ademas, pero sin limitar, un miembro de la especie o grupo,
Streptococcus del Grupo A, Streptococcus del Grupo B, Streptococcus del Grupo
C, Streptococcus del Grupo D, Strepfococcus del Grupo G, Streptococcus
pneumoniae,  Streplococcus pyogenes,  Streptococcus  agalactiae,
Streptococcus  faecalis, Streptococcus faecium, Strepfococcus durans,
Neisseria gonomheae, Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium diptherias, Gardnerefla
vaginalis, Mycobaclerium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
ulcerans, Mycobaclerium leprae, Actinomyctes Israelii Listeria
monocytogenes, Bordetella pertusis, Bordetella parapertusis, Bordetella
bronchiseptica, Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Haemophilus influenzae,
Haemophilus aegyptius, Haemophilus parainfluenzae, Haemophilus ducreyi,
Bordetella, Salmonelia typhi, Citrobacter freundii, Proteus mirabills, Proteus
vulgaris, Yersinia pestis, Klebsiella pneumoniae, Serralia marcessens, Serratia
liquefaciens, Vibrio cholera, Shigella dysenterii, Shigella flexneri, Pseudomonas
aeruginosa, Franscisella tularensis, Brucella abortis, Bacillus anthracis, Bacillus
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cereus, Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Clostridium botulinum,
Treponema pallidum, Rickellsia rickelfsii y Chlamydia trachomitis, y (i) un
arquedn, incluyendo, pero sin limitar, Archaebacter.

Tal como se usa en la presente memoria, “polipéptido(s) heterdlogo(s)"
so refiere a un polipéptido no sintetizado naturalmente por una ceélula o
microorganismo hospedante transformado de interés, e introducido en la célula
0 microorganismo hospedante por DNA recombinante. Por ejemplo, E. coli
puede actuar como un microorganismo hospedante para la expresion de
interleuquina, la cual no se produce en una E. coli no transformada. Los
polipéptidos heterélogos pueden incluir polipéptidos que se han modificado
para facilitar el aislamiento.

Tal como se usa en la presente memoria, "marcador de afinidad" se
refiere a cualquier resto asociado con una molécula que puede dar a dicha
molécula una afinidad selectiva por otra sustancia o molécula. Por ejemplo, se
puede usar un marcador de afinidad para facilitar la purificacion de una
molécula proporcionando a la molécula una afinidad selectiva por un material
de empaquetamiento de columna. Un ejemplo no limitante de un marcador de
afinidad es un marcador de His.

Tal como se usa en la presente memoria, "marcador de His" se refieré a
una repeticion de aminodcidos histidina, y puede incluir otros aminoécidos
codificados en un polipéptido por técnicas de ingenierla. Tipicamente, un
marcador de His contiene al menos seis repeticiones de histidina ("hexa"), y
esta situado cerca del extremo N del polipéptido. Los marcadores de His se
pueden usar para facilitar la purificacion de polipéptidos heterélogos en
columnas con Ni. :

Tal como se usa en la presente memoria, "medio minimo" se refiere al
medio de crecimiento celular que comprende ingredientes quimicamente
definidos que incluyen; pero no se limitan, tampones tales como tampén de
fosfato, sales tales como sulfato magnésico, cloruro célcico, cloruro sédico, o
sulfato de manganeso, minerales tales como hierro, cinc, cobre, cobalto, o
molibdeno, una fuente de carbono tal como glucosa o glicerol, y una fuente de
nitrégeno tal como sulfato o nitrato aménico. Un ejemplo es el medio M9 (Kim,
YS, JH Seo and HY Cha, Enzyme and Microbial Technology 33 (2003):460-
465.)

Tal como se usa en la presente memoria, "medio rico" se refiere al
medio de crecimiento celular que comprende ingredientes no definidos y que
incluyen, pero no se limitan, componentes adicionales tales como tampones
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(por ejemplo tampén de fosfato), sales (por ejemplo sulfato magnésico, cloruro
célcico, cloruro sddico o sulfato de manganeso), y una fuente de carbono que
puede ser glucosa o glicerol, por ejemplo. La fuente de nitrégeno puede estar
compuesta por un hidrolisato de proteina tal como extracto de levadura,
hidrolisato de came, o hidrolisato de soja. La fuente de nitrégeno se puede
proporcionar en una concentracién capaz de mantener el crecimiento celular,
con una relacion de fuente de nitrdgeno complejo (en gramos por litro) a
densidad celular maxima (en unidades de DO) de 1:1 o mayor. Entre los
elemplos de medio rico se incluyen, pero no se limitan, Superbroth (Atlas RM,
Handbook of Microbiological Mesdia; Parks LC Ed.; CRC Press: Boca Raton
FL, pp. 281, 523, 529, 859), caldo de Teriffic (Alpha Biosciences, Baltimore,
MD EE.UU.), Caldo Turbo {(Athena Enzyme Systems, Baltimore, MD EE.UU.), o
caldo Hyper (Athena Enzyme Systems, Baltimore, MD EE.UU.).

Tal como se usa en la presente memoria, "gluconoilacion” se refiere a la
unién de un derivado de acido glucénico a una protelina. La gluconoilacién
puede incluir, pero no se limita, la formacion de aducto de 6-
fosfogluconolactona (6-PGL), acetilacion, formilacién, desformilacion,
gluconolactonacién, o derivatizacién con dcido glucénico.

Tal como se usa en la presente memoria, "rendimiento de la
concentracién” se refiere a la concentracién de un producto {(por ejemplo,
polipéptido expresado heterdlogamente) en solucién (por ejemplo, caldo de
cultivo, o mezcla de lisis celular o tampoén) y normalmente se expresa como
mg/l o g/l. Un aumento del rendimiento de la concentracién se puede referir a
un aumento absoluto o relativo de la concentracién de un producto producido
en dos conjuntos definidos de condiciones.

Tal como se usa en la presente memoria, "actividad de pgl" se refiere a
cualquier actividad de una 6-fosfogluconolactonasa ("pgl"). Dicha actividad
puede incluir hidrdlisis de 6-PGL a acido 6-fosfoglucdnico. La actividad de pgl
significativa se puede definir como actividad de hidrolisis de al menos 0,2
Ul/min/g.

Tal como se usa en la presente memoria, las expresiones "condiciones
rigurosas” y “condiciones de hibridacién rigurosas™ significan que la hibridacién
se producira sélo si hay una identidad de al menos 70% y preferiblemente al
menos 80%, pero especiaimente preferiblemente al menos 95% entre las
secuencias. Un ejemplo de condiciones de hibridacién rigurosas es incubacion
toda la noche a 42°C en una solucién que comprende: formamida al 50%,
5xSSC (NaCl 150 mM, citrato trisédico 15 mM), fosfato sédico 50 mM (pH 7.6),



10

15

20

25

30

35

-15-

5x solucién de Denhardt, sulfato de dexirano al 10%, y DNA de esperma de
salmén fraccionado y desnaturalizado 20 microgramos/ml, seguido de lavado
de los filtros en 0,1xSSC aproximadamente a 65°C. Las condiciones de
hibridacién y lavado son conocidas y ejemplificadas por Sambrook, et al.,
Molecuiar Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor,
N.Y., (1889), particularmente en su caplitulo 11, cuya descripcién se incorpora
en |la presente memoria enh su totalidad como referencia.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las tensiones celulares que provienen del crecimiento en medio minimo,
altas densidades celulares, y alto nivel de expresion de polipéptido heterélogo,
enfre otras tensiones, pueden contfribuir a la gluconoilacién del polipéptido
heterdlogo. Por lo tanto, aliviar uno o mas de estos factores de tensién puede
afectar al nivel de gluconoilacibn de la proteina expresada en el
microorganismo, que a su vez puede afeciar a la pureza y rendimiento de la
concentracion de un polipéptido deseado. Algunas cepas de E. coli pueden
tener niveles mayores de actividad de pgl que otras (aunque no se ha
identificado el gen responsable de esta actividad en E. colii Cordwell, S.J.
1999. Arch. Microbiol. 172:269-278). Ademds, la gluconoilacién de polipéptidos
puede afectar a la cristalizacibn y determinaciéon estructural de estos
polipéptidos.

La presente invencién, proporciona métodos para prevenir la
gluconoilacién de un polipéptido expresado en un microorganismo, gue
comprenden hacer crecer dicho microorganismo en un medio de cultivo rico.
En ofro aspecto de ia invencién, el microorganismo no demuestra actividad de
6-fosfogluconolactonasa significativa cuando se hace crecer en medio minimo.
El microorganismo puede ser una cepa de E. cofi. En ofro aspecto de la
invencién, una E. coli es una cepa B. En otro aspecto de la invencién, un
medio de cultivo rico comprende una fuente de nitrégeno complejo. Un medio
de cultivo rico puede mantener el crecimiento celular en una relacién de
concentracién de fuente de nitrdgeno complejo a densidad celular 1:1. Una
fuente de nitrégeno complejo puede comprender triptona, peptona, o extracto
de levadura. En otro aspecto de la invencién, un medio de cultivo es
Superbroth. El medio Superbroth puede estar doblemente concentrado. En otro
aspecto de ia invencion, se transfecta un microorganismo con una molécula de
DNA recombinante que codifica un polipéptido heterélogo.

En otra realizacion de la presente invencién, se proporcionan métodos
para prevenir la gluconoilacién de un polipéptido expresado en E. coli, que
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comprenden fermentar una variedad de la cepa K de E. coli para expresar el
polipéptido. En otro aspecto de la invencién, una cepa K demuestra actividad
de fosfogluconolactonasa al menos aproximadamente 100 veces mayor
comparada con la cepa B hecha crecer sustancialmente en las mismas
condiciones. En otro aspecto de la invencién, una cepa K es K-12,

En otra realizacion de la presente invencién, se proporcionan métodos
para prevenir la gluconoilacion de polipéptidos expresados en un
microorganismo, que comprenden introducir DNA en el microorganismo, en el
que el DNA codifica un polipéptido que demuestra actividad de 6-
fosfogluconolactonasa. En ofro aspecto de la invencién, un microorganismo es
E. coli Un DNA comprende DNA que codifica una enzima 6-
fosfogluconolactonasa. En otro aspecto de la invencién, un DNA que codifica
una enzima 6-fosfogluconolactonasa tiene una identidad de secuencia de al
menos 70%, B0%, 85%, 80%, 95%, 97% o 100% respecto a un DNA que
cadifica la 8-fosfogluconolactonasa de una Pseudomonas, que puede ser P.
aeruginosa. En otro aspecto de ia invencién, un DNA que codifica una enzima
B-fosfogluconolactonasa tiene una identidad de secuencia de al menos 70%,
80%, 85%, 90%, 95%, 97% o 100% respecto al SEQ ID NO:7. En otro aspecto
de la invencién, una enzima 6-fosfogluconolactonasa tiene una secuencia de
aminoécidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 70%, 80%,
85%, 90%, 985%, 97% o 100% respecto al SEQ ID NO:8. Un DNA que codifica
una enzima 6-fosfogluconolactonasa comprende la secuencia expuesta en el
SEQ ID NO:7. El DNA puede ser DNA recombinante, y/o se puede transformar
en un DNA gendmico de un microorganismo.

En otra realizacién de la presente invenciéon, se proporciona un
microorganismo que puede prevenir la gluconoilacién de polipéptidos. Un
microorganismo comprende DNA que codifica un polipéptido que demuestra
actividad de 6-fosfogluconolactonasa. Un microorganismo comprende DNA que
codifica 6-fosfogluconolactonasa. En otro aspecto de la invencién, un DNA que
codifica 6-fosfogluconolactonasa tiene una identidad de secuencia de al menos
70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o 100% respecto al DNA que codifica una
enzZima 6-fosfogluconolactonasa de una Pseudomonas y en el que el
microorganismo no es Pseudomonas. En ofro aspecto de la invencién, un DNA
que codifica 6-fosfogluconolactonasa es de P. aeruginosa. En otro aspecto de
la invencién, un microorganismo es una cepa de E. coli. En otro aspecto de la
invencién, un microorganismo es una cepa de E. coli, en el que se incorpora un
DNA que codifica la 6-fosfogluconolactonasa en el genoma del
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microorganismo.

En ofra realizacion de la presente invencién, se proporciona un
polinucleétido aislado que comprende un polinucleétido que tiene una identidad
de al menos 70%, B80%, B85%, 80%, 95%, 97% o 100% respecto al
polinucleétido expuesto en el SEQ ID NO:7. En otro aspecto de la invencion,
un polinucleétido aislado comprende un polinucledtido que tiene una identidad
de secuencia de al menos 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 87% o 100% respecto
a un polinucledtido que codifica un polipéptido que comprende aminoacidos
que tienen una identidad de secuencia de al menos 70%, 80%, 85%, 90%,
95%, 97% o 100% respecto al SEQ ID NO:8. En otro aspecto de la Invencion,
un DNA codifica una protelna que demuestra actividad de 6-
fosfogluconolactonasa. En otro aspecto de la invencién, se expone una
secuencia de DNA en el SEQ ID NO:7. En otro aspecto de la invencién, una
secuencia de DNA es homéloga a un DNA que codifica la 6-
fosfogluconolactonasa de P. aeruginosa. En ofro aspecto de la invencién, un
polinucledtido aislado comprende ademéas un polinucledtido que codifica una
interleuquina-18 humana, o sus variantes.

En ofra realizacion de la presente invencién, se proporcionan métodos
para mejorar la formacién de cristal del polipéptido, que comprenden expresar
dicho polipéptido por un método de la invencién, con el fin de reducir la
gluconoilacién del polipéptido.

En otra realizacién de la presente invencion, se proporcionan meétodos
para mejorar la eficacia del crecimiento y expresion de un polipéptido en un
microorganismo. En un aspecto, un polipéptido demuestra un mayor
rendimiento de la concentracién en la etapa de fermentacion comparado con el
polipéptido’ gluconoilado.

En otra realizacién de la presente invencion, se proporcionan métodos
para producir una interleuquina humana, que comprenden coexpresar dicha
interleuquina humana en un microorganismo con una enzima que tiene
actividad de 6-fosfogluconolactonasa ("pgl”). En un aspecto, una interleuquina
humana es una proteina IL-18, o sus variantes. En un aspecto, un
microorganismo es E. coli En un aspecto, la pgl es codificada por un
polinucledtido que es transformado o transfectado en E. cofi, incluyendo, pero
sin limitar, ser transformado en el genoma o episoma.

En otra realizacién de la presente invencién, se proporcionan métodos
para producir una intefleuquina humana, que comprenden expresar la
interleuquina humana en un microorganismo que se hace crecer en un medio
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de cultivo rico. En un aspecto, una interleuquina humana es una proteina IL-18,
0 una de sus variantes. En otro aspecto, el microorganismo es E. cofi. En un
aspecto, un medio de cultivo rico comprende peptona de fitona. En un aspecto,
un medio de cultivo rico comprende extracto de levadura Bacto.

En ofra realizacién de la presente invencién, se proporciona un
microorganismo sin expresion detectable de fago lambda infeccioso. En un
aspecto, se suprime o altera la proteina estructural de la cépside del fago
lambda, gpE, en un microorganismo. La supresion o alteracién de una protelna

‘se puede lograr de varias formas no limitantes. Se puede eliminar parcial o

completaments de un microorganismo un gen que codifica una proteina. Un
gen que codifica una protelna se puede modificar genéticamente mediante
técnicas no limitantes tales como mutacién puntual o mutacién aleatoria. Una
proteina se puede escindir o modificar quimica 0 enzimaticamente para alterar
su estructura o funciéon. Se puede alterar o suprimir la expresién de un gen
regulador promotor para eliminar o reducir la expresion del gen. Se pueden
regular las condiciones de la solucibn o temperatura para afectar a la
estructura o funcion de la proteina. En un aspecto, un microorganismo es una
E. coli. En otro aspecto un microorganismo comprende un gen de RNA-
polimerasa de T7.

Los siguientes ejemplos ilustran diferentes aspectos de la invencion.
Estos ejemplos no limitan el alcance de esta invencion que se define por las
reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLOS

Ejempilo 1

Se creé una cepa mejorada de la cepa BL21(DE3) de E coli que no
tiene expresion detectable de fago lambda infeccioso, por supresion de la
expresién de una proteina estructural principal de la capside del fago lambda,
gpE. Esta cepa se usé en los Ejemplos presentados en la presente memoria.

Se amplificéd por PCR un fragmento intemo de 413 pares de bases de la
region que codifica gpE usando la pareja de cebadores:

5' AGCTGGCCATTGCTCAGGTCGAAG 3’ - (SEQID NO: 1)

5' GTACTGTCCGGAATACACGACGATG ¥ (SEQID NO:2)

y DNA cromosémico de BL21(DE3) como molde. El fragmento
resultante: '
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AGCTGGCCAT TGCTCAGGTC GAAGAGATGC AGGCAGTTTC TGCOGTGCTT AAGGGCAAAT
ACACCATGAC CGUTGAAGCC TTCGATCCGG TTGAGGTUAA TATGGGCCGC AGTGAGGAGA
ATAACATCAC GCAGTCCGGC GGCACGGAGT GGAGCAAGCG TGACAAGTCC ACGTATGACC
CGACCGACGA PATCGAAGCC TACGCGCTGA ACGCCAGCGG TGTGGTGAAT ATCATCGTGT
TCGATCCGAA AGGCTGGACG CTGTTCCGTT CCTTCAAAGC CGTCAAGGAG AMGCTGGATA
CCCGTCGTGA CTCTAATTCC GAGCTGGAGA CAGCGATGAA AGACCTGGGC AAAGCGGTGT
CCTATAAGGG GATGTATGGC GATGTGGCCA TCGICGTGTA TTCCGGACAG TAC

(SEQ ID ND:3)

producto de la amplificacién por PCR, se cloné TA y se verificd la
secuencia usando técnicas patrén. Después, se introdujo una copia funcional
de un gen de resistencia al cloranfenicol en el sitio de EcoRV situado en el
centro y mosirado en negrita en la secuencia de gpE clonada. Después la
construccién del fragmento de gpE interrumpido con cloranfenicol se usé como
un vector konock-out de recombinacién homdloga lineal para Ia supresion de la
expresion genética del gen de gpE de lambda (DE3) que reside en la cepa
hospedante BL21(DE3) de E. coli. El vector knock-out se introdujo en la célula
hospedante exactamente como describen Kirill A. Datsenko y Barry Wanner,
Proc. Natl. Acad. Sci USA 2000; 87.6640-6645, excepto que se usd el vector
descrito en la presente memoria. Se identificaron preliminarmente los knock-
outs para gpE putativos por la capacidad de crecimiento en presencia de
cloranfenicol 6 pg/ml, y posteriormente se confirmaron por andlisis por PCR. Se
depositd uno de dichos knock-outs para gpE de BL21(DE3), con la designacién
en GSK ECC-023.

Se ensayd en ECC-023 la presencia de particulas de fago infeccioso en
un ensayo de placa muy sensible. Como se muestra en la Tabla 1, el
BL21(DE3) padre, expresaba cantidades apenas detectables de fago cuando
no se inducla a hacerlo, aproximadamente 20 ufp, pero aproximadamente tres
6rdenes de magnitud mas cuando se inducla por la respuesta SOS al dafio
genético (imadiacién UV). Sin embargo, el derivado knock-out para gpE, ECC-
023, no producia ninguna prueba de fago infeccioso, incluso cuando se traté
de inducir la respuesta SOS. Los datos muestran que el derivado de
BL21(DE3), ECC-023, no produce ninguna particula de fago infeccioso
detectable, y de acuerdo con esto es una cepa de célula hospedante adecuada
para la fabricacion biofarmacéutica.
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Tabla 1: Produccién de particulas de fago Infeccloso de E. coli.
UFP/ml
No inducido inducido por SOS
BL21(DE3) 21 10.000
ECC-023 0 0

Ejempio 2

Eete ejemplo muestra que cultivar células en un medio rico puede
prevenir la formacién de un aducto de 6-PGL de proteinas marcadas con His,
comparado con el medio minimo.

Se hizo crecer E. coli BL21(DE3) transformada con el pldsmido
pET28FabZSa, que codifica el gen para Hexa-His-FabZ, en MCJK (medio
minimo) 0 MCJKLB (medio rico) a 37°C, hasta que se alcanzé una DOggg de
1,0. En la Taba 2 se describen las composiciones de los medios para MCJK y
MCJKLB.

Tabla 2: Composiciones de los medios para producir Hexa-Hie-
FabZ

Componente MCJK MCJKLB
| K2HPO, 56 mM 56 mM
{(NH)2S0, 38 mM 38 mM

| MgSO,4 5mM 5mM
CaCl; 1mM 1mM
Metales en trazas* 1mil 1 miA
Glucosa 10 g/ 1091
Extracto de levadura nada S5gf
Triptona Bacto nada 1004
*Metales en trazas: FeCl; 161 mM, NaaMoO, 2,7 mM, ZnSO, 1,4 mM, MnCl22,5
mM, CuS0, 3,2 mM, CoCl,3,4 mM, y H:B0O5 3,2 mM

Se afladié isopropil-beta-D-tiogalactopiranésido ("IPTG") con una
concentracién final 1 mM, y las células se mantuvieron a 37°C durante cuatro
horas hasta la recoleccién. Las células se recogieron por centrifugacién a
16.000 x g durante 10 min y se lisaron por agitacién suave en Tris 10 mM, pH
8,0, Na;EDTA 1 mM, lisozima 10 pg/ml y Benzonasa 25 U/ml (Sigma). Se

20 separaron los restos celulares por centrifugacion a 16.000 x g durante 10

minutos, y la proteina recombinante se purificé del extracto soluble con resina
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Ni-NTA en modo discontinuo de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante (Qiagen Inc., Valencia, CA). Se analiz6 en las protelnas heterélogas
la presencia de modificacion con gluconolactona por anélisis de LC/MS.

El polipéptido heterélogo MGSSH, con marcador de His se gluconoila en
un nivel de 34% de la proteina recombinante total cuando el cultivo se lleva a
cabo en medio minimo (MCJK) como se muestra en la Tabla 3. Cuando el
medio se complementa o se hace rico con extracto de levadura y friptona, la
protelna gluconoilada no es detectable, como se muestra también en la Tabla
3. Por lo tanto, el uso de un medio mas rico puede prevenir la formacién del
aducto de 6-PGL. _

Tabla 3: Efecto de medio minimo frente a rico en la gluconollacién
de una proteina marcada con His expresada en E. coll

Vector Extremo | Inserto |% Hospedants | Medio |Comentarios
N Modificado
pET28FabZSa | MGSSHy |FabZ |34% BL21(DE3) {MCJK |medio
minimo
pET28FabZSa | MGSSH; | FabZ Egtedablo BL21(DE3) | MCJKLB | medio rico
EjJempilo 3

Este ejemplo demuestra que un resto de lisina intemo de una
quimioquina CXC recombinante (también conocida como Gro-beta-T) puede
ser gluconoilado cuando se expresa en E. coli. Las secuencias del cDNA y de
aminoacidos de Gro-beta-T humano se proporcionan en la solicitud de patente
Internacional, Publicacion n® WO 92/00327 (9 de Enero, 1992), asl como en la
patente de EE.UU. n® 6.042.821 y patente de EE.UU. n° 86.413.510,
incorporadas en la presente memoria en su totalidad como referencia.

La acumulacién de proteina heterdloga durante la produccién de una
quimioquina CXC (Gro-beta-T) se siguié de forma rutinaria usando un ensayo
de fase inversa de alta produccién, cuantitativo. Esta separacién se conectd
con un espectrometro de masas de tiempo de vuelo, de electropulverizacion
("ESI-TOF") y de alto rendimiento, para proporcionar un medio para seguir
rutinariamente la formacion de las variantes relacionadas con el producto.

Cuando se expresé en el hospedante E. coli BL21(DE3), sdlo se
observaron dos modificaciones del producto. La deconvolucién de los
espectros de masas caracterizd las variantes que presentaban
desplazamientos de masa de +178 Da y +258 Da comparadas con el producto
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nativo a 7.542 Da.

El producto obtenido de estas fermentaciones se pasdé por un
procedimiento de purificacién. Las muestras durante el procedimiento se
caracterizaron usando un ensayo de fase inversa de alta resolucién que puede
resolver variantes minoritarias del producto. El andlisis por cromatografia
liquida-espectroscopla de masas ("LCMS") confimé que ias nuevas variantes
del producto presentaban desplazamientos de masa de +258 Da (tiempo de
retencién ~14,8 min) y +178 Da (tiempo de retencién ~15,2 min).

La bibliografla publicada indicaba que estos desplazamientos de masa
de +178 Da y +258 Da se hablan observado previamente en protelnas
expresadas con marcadores de hexa-His, y que resultaban de la adicién de 6-
PGL o gluconolactona al resto N-terminal. La quimioquina CXC (Gro-beta-T) no
80 expresd usando un marcador de hexa-His. Ademas, la molécula no
presenta ninguna regién rica en histidina. Para confimar que las especies
estaban relacionadas con el producto, se aislé cada variante y se someti6 a
secuenciacion N-terminal. La secuenciaciéon confimé la secuencia comrecta del
producto y aseguré que no habla marcador de hexa-His.

Las variantes se sometieron a digestion con tripsina y cartografia del
péptido. La comparacién con los mapas de péptidos generados usando el
producto patrén, puso de manifiesto dos nuevos picos en el mapa de fripsina,
eluyendo el primer pico a 45,8 min (m/z 1094) y eluyendo el segundo pico a
46,5 min (m/z 1174). Los nuevos péptidos se aislaron y sometieron a
secuenciacion N-terminal que indicd que ambos tenfan la misma secuencia
(NIQSVKVK (SEQ ID NO:4)). La homologia de !a secuencia y la presencia de
una diferencia de masa de 80 Da sugeria que las especies diferlan sélo en la
presencia de fosforilacion.

Se llevd a cabo espectrometria de masas LCMS del pico con m/z 1174.
El experimento de MS/MS confimé que el pico tiene una secuencia de
NIQSVKVK (SEQ ID NO:4). Ademdas, los iones fragmento de la serie y
empezando por y3 e incluyendo y3, y4, y5 @ y8 mostraron un aumento de
masa de 258 Da. Sin embargo, el ion y2 no mostrd el aumento de masa de 258
Da. Estos datos indicaban que la modificacién estaba en la lisina (n® 23 en la
secuencia) con aumento de masa de 258 Da.

Para confimar que la modificacién observada se debla a la
gluconoilacién del producto, se desarrollaron reacciones in vitro que usaban L-
glucono-1,5-lactona o &cido galacténico reactivo. Los trabajos previos hablan
mostrado que estas especies podian inducir la adicién de especies gluconoilo
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al marcador hexa-His [Geohegan, et al.].

La quimioquina CXC (Gro-beta-T) purificada se intercambié con tampén
en un tampén de TRIS a pH 8,0. Se afadieron L-glucono-1,5-lactona o acido
galactdnico en una concentracion 450 mM, y las muestras se incubaron a
temperatura ambiente durante veinte minutos. Ambas lactonas indujeron la
misma modificaciéon de +178 Da de la quimioquina CXC observada durante la
expresién en E. coli.

Ejempio 4

Este ejemplo ilustra la gluconoilacién de los restos de lisina internos de
una interleuquina humana recombinante (IL-18 humana) expresada en E. coli.

Se usé6 HPLC de fase inversa de alia resolucién acoplada con
espectrometria de masas ESI-TOF, para cribar los aductos de 6-PGL de un
producto de interleuquina. El andlisis de la interleuquina expresada en la cepa
B dio una especie relacionada con el producto que presentaba una diferencia
de masa de +178 Da. Puesto que |a protelna se expresé sin un marcador de
hexa-His, era probable que la modificacién se produjera en un resto de lisina
interno, como se habla observado con la quimioquina CXC (véase el Ejemplo
3).

E! anélisis por HPLC de fase inversa de alta resolucién de la molécula
de Interleuquina permitié la identificacion de mUitiples especies del producto
que presentaban desplazamientos de masa de +178 Da a RT de 21,0, 22,0,
23,0 minutos y una especie minoritaria adicional que presentaba un
desplazamiento de +258 Da (RT ~27,5 minutos).

La modificacién in vitro de la intereuquina también se evalué con L-
glucono-1,5-lactona a pH 8,0, como se ha descrito en el ejemplo previo. Esta
reaccion ofra vez dio las mismas modificaciones de +178 Da observadas
cuando se expresaba la interleuguina en la cepa B de E. coli.

Ejemplo 5

Este ejemplo muesira que cultivar células en medio rico previene la
gluconoilacién o formacién de aducto de PGL de los restos de lisina intemos
de una proteina recombinante. En este estudio se compararon fres
procedimientos de fermentacién discontinua alimentada. La diferencia entre los
experimentos de fermentacion era el medio discontinuo y las composiciones de
la alimentacién usadas durante la fase de produccion. Se uso un medio rico en
el Procedimiento | de fermentacién, mientras que los lotes segundo y tercero
(Procedimientos Il y lll) se llevaron a cabo con un medio minimo. Se usé
glicerol como medio de alimentacién en el Procedimiento | y Il, mientras que se
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usé glucosa en el Procedimiento I1I.

El procedimiento de fermentacién para producir una interleuquina
recombinante en E. coli se lievd a cabo en un modo discontinuo alimentado en
un fermentador de 15 litros. La fermentacion se inici6 como un ‘procedimiento
discontinuo. Se prepard el indculo mediante transferencia aséptica de 0,5 mi
de un cultivo madre en glicerol a 1000 ml de medio PYE en un matraz de 2,8
litros, como se muestra en la Tabla 4.

' Tabla 4. Composicién del medio de siembra para la expansién del
Inéculo en los fermentadores

Articulo Concentracion del medio
discontinuo

Extracto de levadura S5g1

Peptona de fitona 10 g/

Cloruro sddico 10g1

Dextrosa 10 g/

Sulfato de kanamicina 50 mgh

El cultivo se hizo crecer toda la noche a 27,5°C en un agitador rotatorio.
Después el cultivo del matraz agitado se transfiri¢ a un fermentador que
contenia 5 liros de medio discontinuo. El medio de produccién consta de
sales, aminoécidos, y sulfato de kanamicina. Adicionalmente, el medio rico se
complementa con altas conceniraciones de extracto de levadura y peptona de
fitona, como se muestra en la Tabla 5.
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Tabia 5: Composiciéon del medio de ia etapa de produccién para
comparar medlo rico frente a minimo

Concentracién de medio discontinuo
Articulo Procedimiento | | Procedimlento il Procedimiento il
Extracto de levadura 48 g/ 5,8 g/ 5.8 gh
Peptona fitona 24 gh 1,6 g1 1,6 g/
(NH=S0, nada 5gh S5g1
NaCl nada 1.3g4 13g1
Dextrosa nada nada 33,59/
Glicerol 26 gfl 26 g/l nada
| KHPO,4 153 gA 6gl 6gn
KHPO4 1701 3 gl 3 g/
Metales en trazas* 1 miA 1mil 1 miA
| MgSO,4 5 mM 5 mM 5 mM
CaCh 1mM 1nM 1nM
Sulfato de kanamicina 30 mgA 30 mg/l 30 mgA

*Solucion de metales en frazas: FeCl;.6H20, 37,8 g/l; Na;MoO,.H0, 0,7 gf,
ZnS0.7H0, 04 g/; MnCl2.4H20, 0,5 g/, CuS04.5H;0, 0,8 gh; CoClz.6H,0,

0,8 gfl; HBO;, 0,2 gA.

E! pH de cada medio se mantuvo a aproximadamente 7,3 usando
hidréxido aménico. La temperatura se controlé a aproximadamente 27,5°C. El
medio de alimentacion, glicerol o dextrosa se esterilizaron por separado y se
conectaron asépticamente a un fermentador usando tubo de goma de silicona.

El suministro de medio de alimentacién se inicié cuando se redujo la
cantidad de! lote inicial en el cultivo. Un electrodo de oxigeno polarogréfico
segula la presion de oxigeno disuelto en el fermentador. La velocidad de
alimentacién de carbono se controlé en un modo de cascada para mantener
constante la presién de oxigeno disuelto alrededor de 20%. La aireacion se
mantuvo a 10 | ptrvmin y la presién a una sobrepresion de 0,49 kg/cm? de. Se
usé una velocidad de agitacion de 800 rpm desde el principio hasta el final del
experimento de fermentacion. A una DOss de aproximadamente 40 unidades,
se inyectaron 100 ml de IPTG 1 mM en el cultivo para inducir la expresion
génica recombinante.

El andlisis por HPLC de fase inversa de las muestras recogidas 24
horas después de la adicion de IPTG indicaban fa reduccién del nivel de
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gluconolactona en el producto. La ausencia de aducto de 6-PGL en el
Procedimiento |, y su presencia en el Procedimiento Il y lll, indica que el uso de
medio rico, y la fuente de carbono sin glicerol, eran responsables de la
eliminacién del aducto de 6-PGL. La Tabla 6 resume los resultados del
analisis.

Tabla 6. Anilisis del aducto de fosfogluconolactona en tres
procedimientos de fermentacién para producir una Interleuquina
recombinante.

Procedimiento n° Aducto de fosfogluconolactona en
Interieuquina humana (IL-18)

Procedimiento | Ausente

Procedimiento Il Presente

Procedimiento i Presente
Ejemplo 6

Este ejemplo muestra que la cepa K-12 de E. coli tiene actividad de pgl
100 veces mayor que la cepa B.

Se midié la actividad de 6-fosfogluconolactonasa en extractos de dos
cepas diferentes con BL12(DE3) como madre, ECC005 y ECOG80, y ofras dos
cepas originadas de un genotipo de K-12, ECO708 y ATG3995.

Para cultivar las cepas, en matraces de agitacion de 2 litros que
contenian 1 litro de medio PYE + glucosa al 1% y kanamicina 50 pug/ml, se
inocularon 0,4 ml de suspension celular de viales congelados. La incubacion
fue a 30°C con una agitacién de 220 rpm durante 68 6 7,5 horas. Se tomaron
muestras en los puntos de tiempo indicados para medir la densidad Optica a
550 nm, y se recogieron sedimentos para medir la actividad de pgl. A
continuacién se presentan detalles del ensayo in vitro para medir la actividad
de pgl.

La aclividad de pgl se ensayd por fluorometria, a 340 nm y 25°C, en
extractos sin células. Los extractos sin células se prepararon como se ha
descrito previamente (Maitra and Lobo, Journal of Biological Chemistry 246:
475-488 (1971)); esencialmente con los mismos tampones de resuspension,
HEPES 50 mM pH 7,3 que contenia EDTA 5 mM y p-mercaptoetanol 5 mM,
pero las células se rompieron por sonicacién (5 ciclos de 20 s).

La pgl se ensayd usando un método previamente publicado (Sinha and
Maitra Journal of General Microbiology, 1992; 138: 1885-1873) con algunas
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modificaciones. El ensayo consistia en una preincubacién de 1 ml de mezcla
que contenia glucosa-6-fosfato 50 uM, NADP+ 0,5 mM, y una unidad de
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa en tampén de MES 100 mM, pH 6,5, que
contenla KCl 25 mM y MgCl> 10 mM. Una vez que la reaccion alcanzd la
meseta, se siguid por adicibn de 2 unidades de 6-fosfogluconato-
deshidrogenasa, que dio como resultado un lento aumento de la absorbancia
debido a i1a hidrdlisis espontdnea de la 6-PGL formada durante la etapa de
preincubacién. Cuando se afiaden los extractos sin células, cualquier aumento
significatvo de 1a fluorescencia se debe a la actividad de
fosfogluconolactonasa. Todas las actividades de pgl se calcularon en el
intervalo lineal del aumento de absorbancia después de |a adiciéon de extracto
sin células.

La actividad enzimdtica se calculd restando la tasa de hidrdlisis
espontanea de la 6-PGL. Las actlvidades enzimidticas se expresaron en
mmoles de NADPH por minuto y por mg de proteina total. La proteina total se
determiné por el ensayo de proteinas con écido bicinconlinico (BCA) (Pierce,
lllinois, EE.UU.).

En las cepas basadas parentaimente en el genotipo de K-12, se ha
detectado aumento de actividad de 100 veces mas que en las cepas B.

La Tabla 7 resume los resultados de los ensayos enzimaticos en las dos
familias de cepas.
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Tabia 7: Actividad de fosfogluconolactonasa medida en cepas K-12
y B de E. coll.
CEPAS "K" Cultivo Actividad Hidrélisis esp.
Cepa Tiempo (h) | (mmoles de NADH/ | (mmoles/min/mg
min/mg de protelna) de protaina)
ATCC 10798 5,5 1,081 0,0011
6,5 2,809 0,0012
75 2,584 0,0012
K-12 que expresa una 75 3,538 0,0011
interleuquina humana (IL-18)
CEPAS "B" Culiivo Actividad Hidrdlisis esp.
Cepa Tiempo {(h) | (mmoles de NADH/ | (mmolea/min/mg
min/mg de protelna) de proteina)
ATCC 47082 5,5 0,028 0,0012
inferieucuia humana (L-18) | 55 0.032 0.0012
85 0,019 0,0011
1.5 0,032 0,0012

Ejemplo 7

Este ejemplo muestra que la expresion de un polipéptido heterdlogo,
una quimioquina CXC (conocida también como Gro-beta-T) en la cepa BL21 de
E. coll da como resultado el aducto de 8-PGL, mientras que la expresion del
mismo polipéptido en una cepa K-12 previene la gluconoilacion de las lisinas

internas.

Se llevaron a cabo diez experimentos de fermentacién usando cuatro
cepas diferentes de E. coli construidas para la expresion recombinante de una
quimioquina CXC. Este ejemplo demuestra el efecto de la familia del
hospedante frente al sisterna promotor en la presencia de formacion de aducto
de 6-PGL de la proteina recombinante usando dos sistemas de expresién con
cada familia celular del hospedante. La Tabla 8 describe las cepas que se

usaron.
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para expresar una quimioquina CXC en E. coll
Cepan® |Familla del hospedante |Sistema promotor
1 BL21 (DE3) polimerasa de T7
2 K-12(DE3) polimerasa de T7
3 BL21 (DE3) Lambda pL
4 K-12 Lambda pL

La fermentacién para producir la quimioquina CXC (Gro-beta-T) en E.
coli se llevé a cabo en un modo discontinuo alimentado en un fermentador de
15 litros. La fermentacién se inici6 como un procedimiento discontinuo. El
indculo se prepard por transferencia aséptica de 0,75 ml de un cultivo madre
en glicerol a 100 ml de medio PYE a un matraz con tampén de 500 mi. El
cultivo se hizo crecer durante 7 horas a 32,0°C en un agitador rotatorio.
Después el cultivo dei matraz agitado se mezclé con 1,0 litro de medio PYE y
se transfirié6 a un fermentador que contenla 8,0 litros de medio discontinuo. El
medio de produccién constaba de sales y carbenicilina o sulfato de kanamicina
dependiendo del promotor. Las formulaciones de los medios para la expansion
de la semilla se proporcionan en la Tabla 9, y la formulacién del medio para la
produccién de la quimioquina CXC en E. coli se proporciona en la Tabla 10.

Tabla 9: Formulacién del medio para la expansion de la semlila.

Componente Concentraclén
Extracto de levadura Sgh

Peptona de fitona 10 g/l

Cloruro sédico 10 g/

Dextrosa 10 g/

Sulfato de kanamicina 50 mg/
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Tabla 10: Formulaci6én del medio para producir quimioquina CXC en

E. coll

Componente Concentracién

Sulfato aménico 5g/

Fosfato potésico, dibasico 6gA

Fosfato potdsico, monobésico 3gh

Cloruro sédico 1.3 g/

Dextrosa 18 g/l

Sulfato magnésico 4.8 g

Biotina 1 mgh

Metales en trazas* 10 min

Sulfato de kanamicina 50 mg/l

o

Carbenicilina 25 mg/l

*Solucién de metales en trazas: FeCl..6H:0, 3,78 g/l; NagMoO4. H20,

0,7 gfl; ZnSO4.7HZ0, 0,4 gN; MnCl2.4H;0, 0,5 gNl; CuS0,4.5H:0, 0,8 g/l;

CoCl,.6H;0, 0,8 g/; HaBOs, 0,2 g/l.

El pH de cada medio se mantuvo aproximadamente a 7,0 usando
hidroxido aménico. La temperatura se controlé a aproximadamente 32,0°C y se
aumento a aproximadamente 37,5°C en la induccidn. El medio de alimentacion

'y la dextrosa se esterilizaron por separado y se conectaron asépticamente a un

fermentador usando un tubo de goma de silicona.

El suministro de medio de alimentacién se inicié cuando se redujo la
cantidad del lote inicial en el cultivo. Un electrodo de oxigeno polarografico
segula la presién de oxigeno disuelto en el fermentador. La velocidad de
alimentacién de carbono se controlé en un modo de cascada para mantener
constante la presién de oxigeno disuelto alrededor de 25%. La aireacién se
mantuvo a 10 | ptn/min y la presién a una sobrepresiéon de aproximadamente
0,49 kg/cm®. Se usé una velocidad de agitacién de aproximadamente 400 rpm
al principio y se aumenté segun fuera necesario para mantener una presion de
oxigeno disuelto de aproximadamente 25%. A una DOss de aproximadamente
14 unidades, se inyectaron 100 ml de IPTG 1,0 mM en el cultivo, o la
temperatura se aumentd a 37,5°C para inducir la expresién génica
recombinante.

Ninguno de los experimentos de fermentacién usando una familia de
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hospedante K-12 tenla formacién de aducto de 6-PGL detectable en el
polipéptido expresado de modo recombinante, mientras que los experimentos
usando la cepa B junto con el promotor de T7 presentaban todos la presencia
de formacion de aducto de 6-PGL detectable en el polipéptido expresado de
modo recombinante. Los tres experimentos usando la cepa B y el promotor de
pL no tenfan formacién de aducto detectable. Estos datos demuestran que la
expresion de una proteina recombinante en una cepa de hospedante que tiene
actividad de pgl, por ejemplo, K-12, puede prevenir la formacion de aducto de
6-PGL en proteinas recombinantes que son susceptibles a esta modificacién,
véase el Ejemplo 3. En la Tabla 11 se presenta la presencia de formacién de
aducto de 8-PGL en la quimioquina CXC expresada en las cepas B y K-12 de
E. coli para cada fermentacion.

Tabla 11: Presencla de aducto de 6-PGL en quimioquina CXC

expresada por el promotor de T7 o pl. en cepas B y K12 de E. coli.
Genotipo |Promotor |Experimento n® | Aducto de gluconolactona 5 h
de la cepa después de Inducclén [% de pico
del producto]
B T7 1 21,7
2 5,8
3 42
Media 10,6
K-12 T7 1 0
2 0
Medla 0
B pL 1 0
2 0
3 0
Media 0
K-12 pL 1 0
2 0
Medla 0
Ejemplo 8

Este ejemplo muestra que la expresién de un polipéptido heterdlogo,
interleuquina humana (IL-18), en la cepa BL21 de E. coli da como resultado la
formacién de aducto de 6-PGL, mientras que la expresion del mismo
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polipéptido en una cepa K-12 prevendra la 6-fosfogluconocilacién de las lisinas
internas.

Se consfruyeron cepas BL21(DE3) y K-12 de E. coli para expresar una
interleuquina humana (IL-18). Los cultivos se hicieron crecer en medio minimo
como se describe en el Ejemplo. El seguimiento de ia modificacion del
producto con 8-PGL se llevd a cabo en diferentes puntos de tiempo a lo largo
del cultivo, usando métodos descritos en el Ejemplo.

Los resultados se expresan como proporciones de las dreas de los picos
del producto sin modificar a producto modificado. Los nimeros mayores
indican una menor proporcién de producto gluconoilado. Es evidente que el
grado de gluconoilacién en la cepa BL21 (DE3) es significativamente mayor
que en la cepa K-12. La fosfogluconoilacién de una interleuquina humana (IL-
18) expresada en las cepas B y K-12 de E. coli se resume en la Tabla 12.

Tabla 12: Fosfogiuconollacién de una Interleuquina humana
expresada en las cepas B y K-12 de E. coll.

Cepa de E. coll | Tlempo después | Proporcién de dreas de producto no
de Inducclién (h) | modHicado a producto modificado

K-12 16 58,4

18 445

20 N/d

22 29,3

24 30,0
BL21 (DE3) 22 8,3

24 7.7

N/d = producto modificado no detectable

Ejemplo 9

Este ejemplo ilustra que ta sobreexpresion de pgl heterdloga en células
hospedantes de E. coli conduce a una mayor conversién metabdlica de la 6-
PGL en su producto B-fosfogiuconato, reduciendo asl el depésito de 68-PGL
disponible para la formacién de aducto. Se clon6 un gen de pgl de P.
asruginosa y se introdujo por ingenierfa en un sistema de vector de expresion
inducible basado en plasmido que es compatible con pldsmidos basados en &l
origen de replicacién colE1, de modo que se pueden mantener dos plasmidos
diferentes en la misma célula hospedante. El nivel de expresion inducible de
pgl de P. aeruginosa se puede regular a voluntad, de una forma independiente
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de las rutas metabdlicas endégenas de E. coli e independiente de la expresién
inducible de la protelna recombinante de interés. De acuerdo con esto, la
expresion de pgl recombinante se puede regular de modo que se disminuya el
depésito de 6-PGL por debajo del nivel requerido para la formacién de aducto,
pero no en un grado en el que los recursos de la célula hospedante estén
sustancialmente afectados. Por lo tanto, el nivel de la proteina recombinante
deseada se puede regular por separado para dar niveles de expresion muy
altos.

Clonacién de pgl de P, aeruginosa

Se clond la pgl de P. aeruginosa como sigue. Se obtuvo P. aeruginosa
del American Type Culture Collection (American Type Culture Collection,
12301 Parklawn Drive, Rockville MD 20852-1776). Pseudomonas aeruginosa,
cepa ATCC 27853. Los cebadores para la amplificacién por PCR &' y 3' se
designaron y sintetizaron para dirigir la amplificacién por PCR del gen de pgl
entero, incluyendo la regién justo cormriente arriba del codén de iniciacién ATG.
Las secuencias de los cebadores para la amplificacion homosentido y
antisentido son:

§' GGCCTCAAGCTCGGTGGCCCTGATGGCCC ¥ (SEQ 1D NO:4)

§' GCCCTCAAGTCCAQCCACTCAGGGGTACCAAT 3 (SEQ 1D NO:5)

respectivamente. Las secuencias en negrita indican sitios Xhol
introducidos en el gen para permitir las posteriores etapas de clonacion.

Adicionalmente, se enconiré que el gen de P. aeruginosa era muy rico
en GC y no se amplificarla por PCR en las condiciones normales de
amplificacién. Se enconiré que la amplificacion por PCR requiere el uso de
condiciones de amplificacién por PCR que estan optimizadas para moldes ricos
en GC, especificamente Advantage-GC cDNA Polymerase Mix (cat. 8418-1;
BD Biosciences Clontech: Palo Alto, CA; EE.UU.). La comespondiente
secuencia de DNA de pgl (SEQ ID NO:7) que codifica el polipéptido de SEQ ID
NO:8 se amplificé por PCR a partir de células completas de P. asruginosa
después de 25 ciclos a 94°C durante 30 segundos, seguido de 68°C durante
1,5 minutos. Después la amplificacién se completé por una sola incubacion a
668°C durante 3 minutos. El producto de la PCR se aislo por electroforesis en
gel de agarosa y cromatografla en columna en un kit de extraccién en gel
QlAquick (cat. 28704, Qiagen: Valencia, CA; EE.UU.). E! DNA de pgl purificado

\
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en gel y amplificado, se eluyd en agua y se clond inmediatamente en el vector
de clonacién pCR2.1 usando un kit TOPO TA Cloning® (cat. K4550-40,
Invitrogen: Carisbad, CA; EE.UU.) y se transformé en E. coli quimicamente
competente One Shot® TOP10 (cat CA4040-06, Invitrogen: Carisbad, CA;
EE.UU.). En las colonias amp’ resultantes se seleccionaron los insertos por
digestion con EcoRl y se llevd a cabo eleciroforesis de los productos. Los
insertos con secuencia verificada se liberaron del vector de clonacion por
digestion con Xhol y se purificaron usando el kit de extraccion an gel QlAquick.
El DNA del vector de expresiéon pECO-1 (BioCat 73552, GlaxoSmithKline; King
of Prussia, PA; EE.UU.) se cortd con Sall y se traté con fosfatasa alcalina de
intestino de ternero (CIP) (cat M0290S, New England Biolabs: Beverly, MA,
EE.UU.), y después se purificd usando el kit de extraccién en gel QlAquick. Los
insertos digeridos con Xhol y el pECO-1 tratado con Sall, se ligaron usando
DNA-ligasa de T4 esencialmente como describfa el fabricante (cat M0202S;
New England Biolabs: Beverly, MA; EE.UU.). Dos microlitros (2 pl) de la
reaccion de ligazdn se transformaron en células de E. coli quimicamente
competentes One Shot® TOP10 como describia el fabricante (cat. C4040-06;
Invitrogen: Carisbad, CA; EE.UU.). Las colonias se cribaron segun la presencia
de insertos de pgl en la orientacién comrecta por PCR. Se selecciond el clon
pECO-1pgici2-13 para estudio posterior como se expone a continuacion.

La construccion resultante se basa en la cadena principal de! plasmido
pACYC184, y comprende los siguientes elementos funcionales genéticos: (1)
p15A ori, que paermite el mantenimiento del episoma plasmidico en la misma
célula hospedante que los plasmidos heterdlogos con el elemento ori de tipo
colE1; (2) marcador seleccionable de cloranfenicol’; (3) un promotor inducible
de tetraciclina comients amiba de un sitio de clonacién maltiple; (4) gen de la
pgl de P. aeruginosa de longitud completa.

La construccion final, pECO-1pgici2-13, se transformé como se ha
descrito antes en células BL21 {DE3) que expresan una interleuquina humana,
para el estudio posterior. La secuencia de DNA de pECO-1pgici2-13 se
presenta como el SEQ ID NO:9 y el mapa de restriccion de pECO-1pgici2-13
se presenta en la Figura 1.

Los cultivos se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo 3. El
andlisis del aducto de 6-PGL se llevé a cabo como se describe en el Ejemplo
4. La actividad de fosfogiuconolactonasa se midié6 como se describe en el
Ejemplo 6. Entre las cepas adicionales que expresan la interleuquina humana
(IL-18) examinadas en el estudio, se incluye BL21 (DE3) sin pECO-1pgici2-13 y
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K-12. Las cepas con el pldsmido de pgl se examinaron con y sin adicién de
anhidrotetraciclina 20 ng/ml. Se expone un resumen de la presencia o
ausencia de formacién del aducto de 6-PGL en células que expresan pgl en la

Tabla 13 mostrada a continuacién.
Tabla 13: Impacto deé la expresién de pgl en la fosfogluconollacién
de una interleuquina humana

Copa Actlvidad méxima de pgl | Formaclén de aducto de
Ul/min/g de PCS 6-PGL en la interleuquina
humana {IL-18)
BL21 (DE3) 0,002 Presents
BL21 (DE3) pECO-1pgici2- 0,56 £ 0,13 Ausente
13, sin tet
BL21 (DE3) pECO-1pgicl2- 0,64 +0,11 Ausente
13, tet inducido
K-12 0,06 0,14 Ausente
PCS = peso de célula seca
Este ejemplo ha demostrado que Ila coexpresion de

fosfogluconolactonasa de Pseudomonas con la interfleuquina humana (IL-18)
previene satisfactoriamente la formacién del aducto de 6-PGL en la cepa B de
E. coli.

Ejemplo 10

La interleuquina-18 humana (IL-18) es una citoquina inmunomoduladora
que se esid desamollando como un agente anticancerigeno para tratar
carcinomas de células renales y melanomas malignos. Se presentan
descripciones de la IL-18 humana y murina en las siguientes patentes de
EE.UU.: Patente de EE.UU. n° 6.582.689, Patente de EE.UU. n® 5.914.253,
Patente de EE.UU. n® 5.879.942, Patente de EE.UU. n° 5.912.324, Patente de
EE.UU. n° 5.914.253, Patente de EE.UU. n° 6.060.283, Patente de EE.UU. n°
6.087.116, y Patente de EE.UU. n° 6.214.584, que se incorporan en la
presente memoria en su totalidad como referencia. Se cree que la IL-18
estimula el sistema inmunitario, promueve la muerte de células tumorales
inducida por Fas y la inmunidad mediada por célula. La secuencia polipeptidica
de la IL-18 (SEQ ID NO:10) se puede producir en BL21 (DE3) de E. coli. Se
puede expresar a partir de la secuencia polinucledtida para pro-iL-18 (SEQ ID
NO:11), que después es procesada a IL-18 madura por una enzima de
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procesamiento, Caspasa 5, coexpresada en la misma célula.

Se clond la 6-fosfonoglucolactonasa de bacterias Gram-negativas,
Pseudomonas aeruginosa, en una cepa BL21 (DE3). La produccién de IL-18
en esta cepa produce IL-18 sin formacion de aducto detectable que da como
resultado un aumento directo del rendimiento del producto deseado. Ademas,
la comreccién de la deficiencia de pgl también ha dado como resultado un
aumento >10% de la productividad especifica. Por lo tanto, el efecto
combinado de la calidad del producto y las mejoras de la productividad
especifica mediante el uso de esta cepa de produccién modificada se ha
traducido en un aumento >25% del rendimiento de la concentracién en la etapa
de fermentacién. Se espera que la eliminacién de la formacién de aducto
tendrd un impacto positivo directo en el procedimiento de purificacién y
aumentara mas el rendimiento global del procedimiento.

Ejemplo 11

La gluconoilacién de la IL-18 se siguié por andlisis por HPLC de la IL-18
producida en células BL21 (DE3) con y sin coexpresion de pgl. La formacién de
aducto se detecté como un hombro del pico que elufa aproximadamente dos
minutos después de la 1L-18 purificada. Cuando se expreso la IL-18 en y se
purificd de la cepa BL21DE3 de E. coli (pgl negativo), el drea del pico principal
(es decir, el drea del pico de la IL-18 que no tenia formacién de aducto
gluconoilo detectable) para la IL-18 era aproximadamente 56%. Mientras que la
expresion y purificacién de IL-18 en células BL21 (DE3) (pgl positivo) produjo
un drea del pico principal de aproximadamente 88%, y no mostré formacion de
aducto baséndose en el ensayo por HPLC de alta resolucion.

Ejemplo 12

Se crearon dos vectores que comprendlan polinucleétidos que codifican
pro-li-18 (SEQ ID NO:11), y Caspasa 5 (SEQ ID NO:12). Ambos eran vectores
PET en los que se indujo la produccién de polipéptido usando un promotor de
T7. Un vector también comprendia un polinucledtido que codifica pgl de P.
aeruginosa (SEQ 1D NO:7) que se indujo con el mismo promotor que para pro-
IL-18. La secuencia entera del vector pET que comprende pro-IL-18 y Caspasa
5 se presenta en el SEQ ID NO:13. Se presenta un mapa de resfriccion de este
vector en la Figura 2. La secuencia entera del vector pET que comprende pro-
IL-18, Caspasa 5 y pgl se presenta en el SEQ ID NO:14. Se presenta un mapa
de restriccién de este vector en 3. Cuando se expresé la IL-18 en células BL21
(DE3) de E. coli usando estos vectores, la cantidad de IL-18 recuperable
mejoré mucho cuando el polipéptido se coexpresé con pgl, comparado con la
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expresiéon de IL-18 sin pgl. La cantidad de IL-18 recuperable obtenida de cada
vector de expresion en células BL21 (DE3) de E. coli se presenta en la Tabla
14,

Tabla 14: Concentraclén maxima de IL-18 producida en cepa "B" de
E. coll con y sin coexpresién de pgl

Cepa* gen pgl Concentracién méxima (g/l)
RBBOS7 No 4,32 (+-0,4)
RBB059 Si 6,78 (+/-0,1)

*Ambas cepas son cepa B de E. coli

Todas las publicaciones y referencias, incluyendo, pero sin limitar, las
patentes y solicitudes de patente, citadas en esta memoria descriptiva se
incorporan en la presente memoria en su totalidad como referencia, como si se
indicara especifica e individualmente que cada publicacion o referencia
individual se incorpora como referencia en la presente memoria como si 8@
expusiera completamente. Cualquier solicitud de patente a la que esta solicitud
reivindica prioridad se incorpora también como referencia en la presente
memoria en su totalidad de la forma antes descrita para las publicaciones y
referencias.
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REIVINDICACIONES

1. Un meétodo para prevenir la gluconoilacion de un polipéptido
expresado en un microorganismo, que comprende hacer crecer dicho
microorganismo en un medio de cultivo rico.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el microorganismo no
demuestra aclividad significativa de 6-fosfogluconolactonasa cuando se hace
cracer en un medio minimo.

3. El método de la reivindicacién 1, en el que el microorganismo es E.
coli.

4. El método de la reivindicacién 3, en el que la E. coli es una cepa B.

5. El método de la reivindicacién 1, en el que el medio de cultivo rico
comprende una fuente de nitrégeno complejo.

6. El método de la reivindicacién 5, en el que el medio de cultivo rico es
capaz de mantener un crecimiento celular con una relacién de concentracién
de fuente de nitrégeno complejo a densidad celular 1:1.

7. El método de la reivindicacion 5, en el que la fuente de nitrégeno
complejo comprende triptona.

8. El método de la reivindicacion 5, en el que la fuente de nitrégeno
complejo comprende peptona.

9. El método de la reivindicacién 5, en el que la fuente de nitrégeno
complejo comprende extracto de levadura.

10. El método de la reivindicacién 1, en el que el medic de cultivo es
Superbroth.

11. El método de la reivindicacién 10, en el que el medio Superbroth
esta doblemente concentrado.
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12. El método de la reivindicacion 1, en el que el microorganismo se
transfecta con una molécula de DNA recombinante que codifica un polipéptido
heterélogo.

13. Un mélodo para prevenir la gluconoilacién de un polipéptido
expresado en E. coli, que comprende fermentar una variedad de cepa K de E.
coli para expresar el polipéptido.

14. El método de la reivindicacién 13, en el que la cepa K demuestra
actividad de fosfogluconolactonasa 100 veces mayor comparada con la cepa B
hecha crecer en ias mismas condiciones.

15. El método de la reivindicacién 14, en el que |a cepa K es K-12.

16. Un metodo para prevenir la gluconoilacion de polipéptidos
expresados en un microorganismo, que comprende introducir DNA en el
microorganismo, en el que el DNA codifica un polipéptido que demuestra
actividad de 6-fosfogluconolactonasa.

17. El método de la reivindicacién 16, en el que el microorganismo es E.
coli.

18. El método de la reivindicacién 16, en el que el DNA comprende DNA
que codifica una enzima 6-fosfogiuconolactonasa.

19. El método de la reivindicacion 18, en el que el DNA que codifica la
enzima 6-fosfogluconolactonasa tiene una identidad de secuencia de al menos
70% respecto al DNA que codifica la 6-fosfogluconolactonasa de
Pseudomonas.

20. E! método de la reivindicacién 18, en el que la Pseudomonas es P.
aeruginosa.

21. El método de la reivindicacién 18, en el que el DNA que codifica la
enzima 6-fosfogluconolactonasa tiene una identidad de secuencia de al menos
90% respecto al SEQ ID NO:7.
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22. El método de la reivindicacién 18, en el que el DNA que codifica la
enzima 6-fosfogluconolactonasa tiene una identidad de secuencia de al menos
95% respecto al SEQ ID NO:7.

23. El método de la reivindicaciéon 18, en el que la enzima 6-
fosfogluconolactonasa tiene una secuencia de aminodcidos que tiene una
identidad de secuencia de al menos 90% respecto al SEQ ID NO:8.

24. El método de la reivindicaciéon 18, en el que la enzima 6-
fosfogluconolactonasa tiene una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de secuencia de al menos 95% respecto al SEQ ID NO:8.

25. El método de la reivindicacién 18, en el que el DNA que codifica la
enzima 6-fosfogluconolactonasa comprende {a secuencia expuesta en el SEQ
ID NO:7.

26. EI método de la reivindicacion 18, en el que el DNA es DNA
recombinante.

27. El método de la reivindicacion 16, en-el que el DNA se transforma en
el DNA genémico del microorganismo.

28. Un microorganismo capaz de prevenir la gluconoilacidn de
polipéptidos.

29. El microorganismo de la reivindicacion 28, en el que el
microorganismo comprende DNA que codifica un polipéptido que demuestra
actividad de 6-fosfogluconolactonasa.

30. El microorganismo de la reivindicacion 28, en el que el
microorganismo comprende DNA que codifica la 6-fosfogiuconolactonasa.

31. E! microorganismo de la reivindicacién 28, en el que el DNA que
codifica la 6-fosfogluconolactonasa tiene una identidad de secuencia de al
menos 90% respecto al DNA que codifica una enzima 6-fosfogluconolactonasa
de Pseudomonas, y en el que el microorganismo no es Pseudomonas.
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32. El microorganismo de la reivindicacién 28, en el que el DNA que
codifica la 6-fosfogluconolactonasa tiene una identidad de secuencia de al
menos 85% respecto al DNA que codifica una enzima 6-fosfogluconolactonasa
de Pseudomonas, y en el que el microorganismo no es Pseudomonas.

33. El microorganismo de la reivindicacién 31, en el que el DNA que
codifica la 6-fosfogluconolactonasa es de P. aeruginosa.

34. El microorganism6 de ia reivindicacion 28, en el que el
microorganismo es una cepa de E. coli.

35. El microorganismo de la reivindicacibn 31, en el que el
microorganismo es una cepa de E. coli, y en el que el DNA que codifica la 6-
fosfogiuconolactonasa se incorpora al genoma del microorganismo.

36. Un polinucledtido aislado que comprende un polinucleétido que tiene
una identidad de al menos 80% respecto al polinucleétido expuesto en el SEQ
1D NO:7.

37. El polinucledtide aislado de la reivindicacién 38, que comprende un
polinucleétido que tiene una identidad de al menos 90% respecto a un
polinucledtido que codifica un polipéptido que comprende aminoécidos que
tienen una identidad de secuencia de al menos 90% respecto al SEQ ID NO:8.

38. El polinucleétido aislado de la reivindicaciéon 36, en el que el DNA
codifica una proteina que demuestra actividad de 6-fosfogluconolactonasa.

39. El polinucledtido aislado de la reivindicacion 36, en el que la
secuencia de DNA est4 expuesta en el SEQ ID NO:7.

40. El polinucledtido aislado de la reivindicacion 36, en el que la
secuencia de DNA tiene una identidad de secuencia de al menos 90%
respecto al DNA que codifica la 6-fosfogluconolactonasa de P. aeruginosa.

41. El polinucleétido aislado de la reivindicacién 35,. que ademds
comprende un polinucleétido que codifica la interleuquina-18 humana.
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42. Un polinucledtido aislado, que comprende un polinucledtido que
tiene una identidad de al menos 95% respecto al polinucleétido expuesto en el
SEQ ID NO:7.

43. Un método para mejorar la formacion de cristal del polipéptido, que
comprende expresar dicho polipéptido de acuerdo con el método de la
reivindicacion 1.

44. Un método para mejorar la formacién de cristal del polipéptido, que
comprende expresar dicho polipéptido de acuerdo con el método de la
reivindicacién 16.

45. El método de [a reivindicacién 1, que ademas comprende mejorar la
eficacia del crecimiento, en el que dicho polipéptido demuestra un mayor
rendimiento de la concentracién en la etapa de fermentacién comparado con el
polipéptido gluconoilado.

48. El método de la reivindicacion 16, que ademés comprende mejorar
la eficacia del crecimiento, en el que dicho polipéptido demuestra un mayor
rendimiento de la concentracién en la etapa de fermentacién comparado con el
polipéptido gluconoilado.

47. Un método de produccién de una interleuquina humana, que
comprende coexpresar dicha interleuquina humana en un microorganismo con
una enzima que tiene actividad de 6-fosfogluconolactonasa ("pgl").

48. El método de la reivindicacién 47, en el que la interleuguina humana
es IL-18.

49. El método de la reivindicacion 47, en el que el microorganismo es E.
coli.

50. El método de la reivindicacion 49, en el que la pgl es codificada por
un polinucleétido que se transforma en el genoma de dicha E. coli.

51. Un método de pli:duocién de interleuquina humana, que comprende
expresar dicha interleuquina humana en un microorganismo que se hace



10

15

20

25

-43 -
crecer en un medio de cultivo rico.

52. El método de la reivindicacién 51, en el que la interleuquina humana
es IL-18.

53. El método de la reivindicacion 51, en el que el microorganismo es E.
coli.

54. El método de la reivindicacién 51, en el que el medio de cultivo rico
comprende peptona de fitona.

55. El método de la reivindicacion 51, en el que el medio de cultivo rico
comprende extracto de levadura bacto. ’

56. Un microorganismo completamente libre de expresion de fago
lambda infeccioso.

57. El microorganismo de la reivindicacion 58, en el que se suprime o
altera la protelna estructural de la cdpside del fago lambda, gpE. .

58. El microorganismo de la reivindicacion 56, en el que el
microorganismo es E. coli.

58. El microorganismo de la reivindicacion 56, que comprende un gen
de RNA-polimerasa de T7.
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Resumen

La presente invencién se refiere a métodos para prevenir la
gluconoilacién de polipéptidos producidos en microorganismos.
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SEQ ID NO:9
DHA
PECO-1pglcl2-~13

1l

61
121
111
241
o1
sl
421
481
541
601
661
721
781
[ 141
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
16681
17141
1801
1861
1521
1981
2041
2101
16l
2321
a8l

GAATTCCOGGA TGAGCATTCA TCAGGCGGGC AAGAATGTGA ATAAAGGCCG GATAAAACTT
GTGCTTATTT TTCTTTACGG TCTTTAAAAA GGOCUTAATA TCCAGCTGAA CGGTCTGGTT
ATAGGTACAT TGAGCAACTG ACTGAAATGC CTCAAMATOT TCTTTACGAT GCCATTOGGA
TATATCAACG GTGGTATATC CAGTGATTIT TTTCTCCATT TTAGCTTCCT TAGCTCCTGA
AAMATCTCGAT ARCTCAAAAA ATACGCCOGG TAGTGATCTT ATTTCATTAT GGTGAAAGTT
GGAACCTCTT ACGTGCOGAT CAACGTCTCA TTTTCGCCAA ARGTTRGCCC AGGGCTTCCC
GGCTATCAACA GGGACACCAG GATTTATTTA TTCTGCORAG TGATCTTCCG TCACAGGTAT
TTATTCGGCG CAAAGTGCGT CGGGTGATGC TGCCAACTTA CTGATTTAGT GTATGATGGT
GTTTTTGAGG TGCTCCAGTG GCTTCTGTTT CTATCAGCTG TCCCTCCTST TCAGCTACTG
ACGGOOTGAT GCOGTAACGGC AMMAGCACCG CCOGACATCA GCGCTAGCGG AGTGTATACT
GGCTTACTAT GTTGGCACTG ATGAGGGTGT CAGTGAAGTG CTTCATGTGG CAGGAGAAAA
AAGGCTOCAC CGGTACGTCA GCAGAATATG TGATACAGGA TATATTCCGC TTCCTCGCTC
ACTAGACTCGC TACGCTCGGT CGTTCGACTG CGGCAGAGOGG AAATGGCTTA CAAACGGGGC
GGAGATTTCC TOGAAGATGC CAGGAMIATA CTTAACAGQG AAGTOAGAGG GCCGUGGCAA
AGCCGTTITTT CCATAGGCTC CGCCCCCCTG ACAMGCATCA CGAAATCTGA CGCTCAMAATC
AGTGGTGGCG AAACCCGACA GGACTATAAA GATACCAGGC GTTTCCCCCT GGCGGCTCCC
TCGTGCGCTC TCCTGTTCCT GCCTTTCGGT TTACCGGTGT CATTCCGCTG TTATAGCCGC
GTTTGTCTCA TTCCACGCCT GACACTCAGT TCCGGGTAGG CAGTTCGCTC CAAGCTGGAC
TGTATGCACG AACCCCCOOT TCAGTCCGAC CGCTUCGCCT TATCCGGTAA CTATCGTCTT
GAGTCCAACC CGGAAAGACA TGCAAAAGCA CCACTUGCAG CAQCCACTGG TMATTGATIT
AGAGGAGTTA GTCTTGAAGT CATGCGCCGG TTAAGGCTAA ACTGAMAGGA CAAGTTTTGH
TAACTGCGCT CCTCCAAGCC AGTTACCTOG GTTCAMGAG TTOITAGCTC AGAGAACCTT
CGAMAAACCG CCCTGCAAGG CGGTTTTTTC GTTTTCAGAG CRAGAGATTA COCGCAGACC
AMAACGATCT CAAGAAGATC ATCTTATTAA TCAGATAAAA TATTTCTAGA TTTCAGTGCA
ATTTATCTCT TCAAATGTAG CACCTGAAGT CAGCCCCATA CGATATAAGT TGTAATTCTC
ATGTTTGACA GCTTATCATC GATAAGCTTT AATGCGGTAG TTTATCACAG TTAMATTGCT
AMGCAGTCA GGCACCGTOT CATATGGATC CCGGGTACCG TCGAGCTCGA GCTCGGTGGC
CCTUGTEGCC COCGATGGGA GGAGTTGGTA TUGCGATTIC TAAGTTAAAG CTGCCGGCCG
GOGTCGGCCT GCAGGTCTGG GGCAGCGCCG CCGAGCAGGC COGOGGCCTG GCCGCCGAGG
TCGCCAGO0E GTTICGCTCd GCacCTaaC0d AGCAGGGCCA GGCGCTGCTG GTUGTCTCCG
GTCGGCGCAG TCCOGTGGCC TTCCTCGAMS CCTTGAGCGA GGAGCCGCTG GACTGGTCGC
GGATCACCGT CAGCCTGGCOC GACGAGCGCT GGGTGCCAAA GTOGCATGCC GATAGTAACG
CCGGCCTROT TCCCCGCCAC CTGCTCOCOTY GCOAGGCGGE GAAGGOGOGC TTCATCGGCC
TCTACCAGCC GGCGGCGAGC CTGGAGGAAG CGGCCGAGCT GGCCOACCAT CACCTGCACG
AGCTGCCATT GOCGATCGAC GTGCTGGTCC TCGGCATUGE CGACGACGGC CATACCGCCT
CGCTGTTCCC GAACAGCCCT GGCCTGGACC TGGCGATGEA TCOCCAGGGE ACGCGCCGTT
GCCTGCCGAT GTGGGCGCCE AGCGTGCCGC ACCAGCACCT GACCCTGCCS CGCAcOGTaC
TGGCGGOOOC GAAGGTGCAG CTGCTGGOGA TCCAGOGCCA GTCCAAGCTO GCCACCCTGA
ACGCCGOGCT GGCGGTCOAG GACGAACGGC GOATGCCOGGT TCGCGCCTTC CTCLGOGCGE

A
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2941
3001
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1
3241
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CGCTGACCAT CCATTOGTAC CCCTGAGTGG CGGACTCGAC TAGTCAACGC CATGAGCGGC
CTCATTTCTT ATTCTAAITT ACAACAGTCC GCACCGCTGT COGQTAGCTC CTICUGGTGG
GOGCGAGGCA TGACTATCGT CGCCGCACTT ATGACTGTCT TCTTTATCAT GCAACTCGTA
GAACAGUTGC CGGCAGOGCT CAACACGTCCC COGGCCACGG GGUCTGCCAC CATACCCACG
COGAAMCAM] CGCCCTGCAC CATTATGTTC CGGATCTOCA TCGCAGGATG CTGCTGGCTA
CCCTGTGGAA CACCTACATC TQGTATTAACG AAGCGCTAMC CGTTTTTATC AGGCTCTGGG
AGGCAGAATA AATGATCATA TCAUTCAATTA TTACCTCCAC GGOGAGAGCC TGAGCARACT
GGCCTCAGGC ATTTGAGAAG CACACGGTCA CACTUCTTCC GGTAGTCART AMACCGGTAA
ACCAGCAATA GACATAAGCG GCTATTTAAC GACCCTGCCC TGAACCGACG ACCGGGTCGA
ATTIGCTTTC GAATTTCTGC CATTCATCCG CTTATTATCA CTTATTCAGG CGTAGCACCA
GGCGTTTAM: GGCACCAATA ACTGCCTTAA AMMAATTACG CCCCGCCCTG CCACTCATCG
CAGTACTGTT GTAATTCATT AAGCATTCTG CCGACATGAA AGCCATCACA GACGGCATGA
TGAACCTGAA TCGCCAGCGG CATCAGCACC TTGTCGCCTT GCGTATAATA TTTGCCCATG
GTGAAMACGG GGGCGAAGAA GTTGTCCATA TTGGCCACAGT TTAAATCAAA ACTGGTGMA
CTCACCCAGG GATTGGCTGA GACGAARAAC ATATTCTCAA TAAACCCTIT AGGGAAATAG
GCCAGGTTTIT CACCGTAACA CGCCACATCT TGCGAATATA TGTGTAGAAA CTGCCGGAAA
TCGCTCGTGAT ATTCACTCCA GAGCGATGAA AACGTTTCAG TTTGCTCATG GAMMACGGTG
TAACAAGGGT GAACACTATC CCATATCACC AGCTCACCGT CTTTCATIGC CATACG

Figura 2
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PET28ProlL18Casp5

Figura 3
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SEQ ID RO:13

PET28ProIL18Casps

1

61
121
181
41
E]14
k1))
421
481
541
601
661
721
141
841
901
361
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1631
1681
1741
1801
1861
1521
1981
a%4l
1101
a161
2221
2281

TUGGCGAATGG GACGCACCCT GTAGOGGCGT ATTAMGCGCG GCGGGTGTGG TGETTACGCG
CAGCGTGACC GCTACACTTG CCAGCGCCCT AGCGCOCGCT CCTTTCGCTT TCTTCCCTTC
CTTTCTCGCC ACGTTCGCOG GCTTTCCOCG TCAAGCTCTA AATCGGEGGC TCCCTITAGS
GTTCCGATTT AGTGCTTTAC GGCACCTCGA CCCCAAAMRAA CTTGATTAGG GTGATGATTC
ACGTAGTGGG CCATCGCCCT GATAGACGGT TTTTCGCCCT TTGACGTTIGG AGTCCACGTT
CTTTAATAGT GGACTCTTGT TCCAAACTGE AACAACACTC AACCCTATCT CGGTCTATTC
TTTIGATTTA TAAGGGATTT TGCCGATTTIC GGCCTATTGG TTAAMMMAATG AGCTGATITA
ACAMARATTT AACGCGANTT TTAACAAAAT ATTAACGTTT ACAATTTCAG GTGGCACTTT
TCGGGGAAAT GIGCACGGAA CCCCTATTTG TTTATTTTIC TARATACATT CAAATATGTA
TCCGCTCATG AATTAATTCT TAGAAAAACT CATCGAGCAT CAAATGAAAC TGCARTTTAT
TCATATCAGG ATTATCAATA CCATATTTTT GAAMAAGCCG TTTCTGTAAT GAAGGAGAAA
ACTCACCGAG GCAGTICCAT AGGATGGCAR GATCCTGGTA TOGGITTGCG ATTCOGACTC
QTCCAACATC AATACAACCT ATTAATTTCC CCTCGTCAAA AATAAGGTTA TCAAGTGAGA
AATCACCATG AGTUACGACT GAATCCUGTG AGAATGGCAA AAGTTTATGC ATTTCTTICC
AGACTTGTTC AACAGGCCAG CCATTACGCT CGTCATCAAA ATCACTCGCA TCAACCAAAC
CGTTATTCAT TCGTGATTGC GCCTGAGCGA GACGAAATAC GCGATCGCTG TTAAMAGGALC
AATTACAAAC AGGAATCGAA TGCAACCGGT GCAGGAACAC TGCCAGOGCA TCAACAATAT
TITCACCTGA ATCAGGATAT TCTTCTAATA CCTGGAATGC TGTTTTCCCG GGGATCGCAG
TGGTGAGTAA CCATGCATCA TCAGGAGTAC GAGATAMAATG CTTGATGUTC GOAAGAGGCA
TAAMTTCCGT CAGCCAGTTT AGTCTGACCA TCTCATCTGT AACATCATTG GCAACGCTAC
CTTITGCCATG TTTCAGAAAC AACTCTGGCG CATCGGGCTT CCCATACAAT CGATAGATTG
TCGCACCTGA TTGOCCGACA TTATCGCOAG CCCATTTATA CCCATATARA TCAGCATCCA
TGTTGGAATT TAATCGCGAC CTAGAGCAMG ACGTTTCCCU TTGAATATGG CTCATAACAC
CCCTTCTATT ACTGTTITATG TAMGCAGACA GTTTTATTGT TCATGACCAA AATCCCTTAA
CGTGAGTTIT COTTCCACTG ACCGTCAGAC CCCOUTAGAAA AGATCAANGG ATCTTCTTGA
GATCCTTTIT TICTGCGCET AATCTGCTOC TTGCAAACAA AAMMACCACC GCTACCAGCT
CTGETTTGTT TGCCGGATCA AGMGCTACCA ACTCTTTTIC CGAAGGTAAC TGGCTTCAGC
AGAGCGCMIA TACCARATAC TGTCCTTCTA GTUTAGCOGT AQTTAGGCCA CCACTTCANG
AACTCTGTAQ CACCGCCTAC ATACCTCUCT CTGCTAATCC TGTTACCAGT GGCTCCTGCC
AGTGGCAGATA AGTCGTGTCT TACCGGOTTG GACTCRAGAC GATAUTTACC GGATANGGCG
CAGCGGTCGA GCTGAACGGG GGGTTCGTGC ACACAGCCCA GCTTGGAGCD AACGACCTAC
ACCGAACTGA GATACCTACA GCGTGAGCTA TGAGAAAGCG CCACGCTTICC CARAGGGAGA
AASGCGGACA GGTATCCGGT AMGOGGCAGG GTCUGAACAG GAGAGCGCAC GAGGGAGCTT
CCAQGUGGAA ACGCCTGGTA TCTTTATAGT CCTGTCGGGT TTCGCCACCT CTOACTTGAG
CGTCCATTTT TGTGATOCTC UTCAGGGGGG COGAGCCTAT CGAMAAACGC CAGCAANCGCG
GCCTTTTTAC GATTCCTEAS CTTITICTGE CCTTTTACTC ACATATTCTT TCCTGCGTTA
TCCCCTGATT CTGTGGATAA CCGTATTACC GCCTTTGAGT GAGCTGATAC CGCTCGCOGC
AGCCAAACGA CCGAGCGCAG CGAGTCAGTG AGCGAGGAAG CGGAAGAGCG CCTGATGCGG
TATTTICTCC TTACGCATCT GTGOGGTATT TCACACCOCA TATATGGTGC ACTCTCAGTA



2341
4401
2461
1521
1581
4641
2701
2761
2821
4881
2941
300l
3061
i
318
3241
3301
3161
an
401
sl
601
66l
3721
3781
g4l

3sa1’

3961
4022
4081
4141
4201
4261
4311
438l
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
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CAATCTGCTC TGATGCCGCA TAGTTAMGCC
GGTCATGGCT GCGCCCCGAC ACCCGCCAAL
GCTCCCGGCA TCCGCTTACA GACAAGCTAT
GTTTTCACCG TCATCACCGA AACGCGCGAG
GTGAAGCGAT TCACAGATGT CTGCCIUTTC
AAGCGTTAAT GTCTGGCTTC TGATAAMAGCG
GUTCACTGAT GCCTCCGTGT AAGGGGAATT
ACGAGAGAGA ATGCTCACGA TACGGGTTAC
TTCTGAGAGT AMACAACTGG CGGTATGGAT
TCAATGCCAG CGCTTCGTTA ATACAGATGT
TGCGATGCAG ATCCGAGAACA TAATGGTGCA
CGAAACACGG AAACCGAAGA CCATTCATGT
GCAGTCACTT CACGTTCUCT CGCGTATCGG

AGTATACACT COGCTATCGC TACGTGACTG
ACCCGCTGAC GCGCCCTGAC GGGCTTUTCT
GACCGTCTCC GGAMGCTGCA TUTGTCAGAG
GCAGCTGCUG TAAAGCTCAT CAGCGTGGTC
ATCCGCGTCC AGCTCGTTGA GTTTCTCCAG
GGCCATGTTA AGGGCGGTTT TTTCCTGTTT
TCTGTTCATG GGGGTAATGA TACCGATGAA
TGATGATGAA CATGCCCQGT TACTGGAACG
GCGGCGGGAC CAGAGAAAAA TCACTCAGGG
AGGTGTTCCA CAGGGTAGCC AGCAGTATCC
GGGCGCTGAC TTCCGCGTTT CCAGACTTTA
TOTTGCTCAG GTCGCAGACG TTTTGCAGCA
TGATTCATTC TGCTAMCCAG TAAGGCAACC

COGCTAGCOCT AGCCOGGGTCS TCAACGACAG GAGCACGATC ATGCGCACCC GTGGGGCCGC
CATGCCGGCE ATAATGGCCT GCTTCTOGCC GAMACGTTTG GTUGCOUGAC CAGTGACGAA
GGCTTGAGCG AGGGCGTGCA AGATTCCGAA TACCGCAMGC GACAGGCCGA TCATCGTCGC
GCTCCAGCGA AAGCGGTCCT COCCGAAMAT QGACCCAGAGC GCTGCCGGCA CCTGTCCTAC
GAGTTGCATG ATAAAGAAGA CAGTCATAAG TGCOGGCGACG ATAGTCATGC CCCGCGCCCA
CCOGAAGGAG CTUACTGGAT TGAAGGCTCT CAAGGGCATC GGTCGAGATC CCGITGCCTA
ATGAGTGAGC TAACTTACAT TAATTGCUTT GCGCTCACTG CCOGCTTTCC AGTCAGGAAA
CCTGTCGTGC CAGCTGCATT AATGAATCGG CCAACGCOGCG GOGAGAGGCG GTTTGCGTAT
TGGGCGCCAG GGTGGTTTIT CTTITCACCA GTGAGACGGE CAACAGCTGA TTGCCCTTCA
CCGCCTEAGCC CTGAGAGAGT TOCAGCAAGC GATCCALGCT GGTTTGCCCC AGCAGGCGAA
MATCCTGTIT GATGGTGGTT AACGGCGGGA TATAACATUA GCIGTCTTCG GTATCITCGT
ATCCCACTAC COGAGATATCC GCACCAACGC GCAGCCCGGA CTCGGTAATG GCGCGCATTG
CGCCCAGCGC CATCTGATCG TTUGCAACCA GCATCGCAGT GGAAACGATG COCTCATTCA
GCATTTGCAT GGTTTGTTGA AAACCGGACA TGGCACTCCA GTCGCCTTCC CGTTCOGCTA
TCGGCTGAAT TTGATTUCGA GTUAGATATT TATACCAGCC AGCTAGALGC AGACGOGCCG
AGACAGAALT TAATGGGCCC GCTAACAGCG CGATTTGCTG GTGACCCAAT GCGACCAGAT
GCTCCACGCC CAGTCGCGTA CCOGTCTTCAT GGUAGAAMAAT AATACTGTTG ATGGGTGTCT
GOTCAGAGAC ATCAMGAAAT AACGCOGGAA CATTAGTGCA GUCAGCTTICC ACAGCAATGG
CATCCTGGTC ATCCAGCGGA TAGTTAATGA TCAGCCCACT GACOCOTTGC GCGAGAAGAT
TGTGCACCGC CGCTTTACAG GCTTCGACGC CGCTICGTTC TACCATCGAC ACCACCACGC
TGGCACCCAG TTGATCOGGCG CGAGATTTAA TCGCCGCGAC AATTTUCGAC GGCGCGTGCA
GGGCCAGACT GGAGGTGGCA ACGCCAATCA GCAACGACTG TTTGCCCGCC AGTTOTTUTG
CCACUCGGTT GGGAATGTAA TTCAGCTCCG CCATCOCCGC TTCCACTTTT TCCCGCGTTT
TCGCAGAMC GTGGCTGGCC TGGTTCACCA CGCGGGARAC GGTCTGATAA GAGACACCGG
CATACTCTGC GACATCGTAT AACGTTACTG GTTTCACATT CACCACCCTG AATTGACTCT
CTTCCGGGCG CTATCATGCC ATACCGCGAA AGGTTTTGCG CCATTCGATG GTGTCCGGGA
TOCTOGACGCT CTCCCTTATG CGACTCCTGC ATTAGGAAGC AGCCCAGTAG TAGGTTGAGG
CCGTTGAGCA CCGCCGCOGC AAGGAATAGT GCATGCAAGG AGATGGCGCC CAACAGTCCC
CCGACCACGG QGCCTUCCAC CATACCCACG CCGAAMACAAG CGCTCATAAG CCCGAAGTGG



4861
49121
4911
5041
s101
5161
5211
5281
5341
5401
5461
5511
5581
5641
5701
5761
5821
5801
5941
6001
6061
6121
6191
6241
§301
6361
64121
6481
6541
6601
6661

714

CGAGCCTGAT CTTCCCCATC OGTGATGTCG GCGATATAGG CGUCAGCAAC CGCACCTGTG
GCUCCGGTGA TGCCAGCCAC GATGOZTCCG GOGTAGAGIA TCGAGATCTC GATCCCGCGA
ANTTAATACG ACTCACTATA GRXGGAATTAT GAGCGGATAA CAATTCCOCT CTAGACCACA
CCTTAAGGAG GATATAACAT ATGGCTOCTG AACCAGTAGA AGACAATTGC ATCAACTTTG
TGGCAATGAA ATTTATTUAC AATACGCTTT ACTTTATAOC TGAAGATGAT GAAAACCTGG
AATCAGATTA CTTTGGCAAG CTTGAGAGCA AACTATCGGT CATTCGTAAT TTAARTGACC
AGGTCCTATT TATCGACCAR GGGAATCGTC CACTATTCGA GGACATGACA GACAGTGACT
GCCGAGACAA TGCGCOGOGA ACCATTTTCA TTATATCTAT GTACAAGGAT TCTCAGCCGC
GCGGAATGGC CGTAACTATT TCTGTCAMAT GTAGAAAAGAT ATCCACGCTG TCGTGTGAGA
ACMAGATTAT TAGTTTCAAA GAGATGAATC CGCCGGATAA TATCAAGGAC ACGAAGTCTG
ATATCATATT TTTCCAGCGC AGCGTGCCGG GACACGATAA CAMGATGCAA TTTGAATCAT
CCAGCTATGA AGUGTACTTT CTTGCATGCG AGAAGGAACU CGATCICTTT AAACTTATTT
TAMAGAARGA GGACGAGCTA GGCGATCGCA GCATTATGTT CACTGTCCAA AATGAAGACT
AGTGGAGGAT ATAATACCAG GAATAAATAA AATCCATGAG CCATCATCAT CATCATCATG
GCATACTCAA ACTTTCTCCT CGTUAAGAAT TCCTGAGACT GTUTAAAAAA AATCATGATG
AGATCTATCC AATAAARAMG AGAGAGGACC GCAGACGCCT GGCTCTCATC ATATGCAATA
CARAGTTTGA TCACCTGCCT GCAAGGAATG GGGCTCACTA TGACATCGTG GGGATGAAAA
GGCTGCTTCA AGGOCTGRGC TACACTOTOG TTGACGAMAA GAATCTCACA GCCAGGGATA
TGGAGTCACT GCTGAGGGCA TTTGCTGOCA GACCAGAGEA CAAGTCCTCT GACAGCACGT
TCTTGGTACT CATGTCTCAT GUCATCCTAG AGGUAATCTA CQGAACTGOAd CATARAAAGA
AARAACCOGA TGTGCTGCTT TATGACACCA TCTTCCAGAT ATTCAACAAC CGCAACTGCC
TCAGTCTAAA GGACAAACCC AAGGTCATCA TTGTCCAGUC CTGCAGAGGT GAAAMCATG
GGGAACTCTG GGTCAGAGAC TCTCCAGCAT CCTTGOCAGT CATCICTTCA CAGTCATCTG
MGAACCTGGA GGCAGATTCT GTTTGCAAGA TCCACGAGGA GAAGGACTIC ATTGCTTTCT
QTTCTTCARC ACCACATAAC GTGUTCCTGGA GAGACCGCAC AMGGGACTCC ATCTTCATTA
CGGAACTCAT CACATGCTTC CAGARATATT CTTGCTGCTU CCACCTAATG GAAATATTIC
GGMAGGTACA GAAATCATTT GAAGTTOCAC AGGCTAAMGC CCAGATGCCC ACCATAGAAC
GAGCAACCTT GACAAGAGAT TTCTACCICT TTCCTGGCAA TTGACTCUAG CACCTACCACC
ACCACCACTG AGATCCGGCT GCTAACAAAG CCCGAAAGGA AGCTGAGTTG GCTGCTGCCA
CCGCTGAGCA ATAACTAGCA TAACCCOTTG GOGCCTCTAA ACGGGICTTG AGGGGTTTTT
TGCTQAAMGG AGGAACTATA TCCGART

Figura 4
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pET28prolL18casp5+pgl

Figura 5
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SEQ ID NO:14

PETZ8prolll8canp3+pgl

1

51
121
1g1
41
0
a1
421
in
541
601
661
7i1
781
84l
201
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1601
1741
1801
lasr
1921
1981
2041
2101
2161
2331
2181

TGGCGAATGG GACGCGOCCT GTAGCGGOGE ATTAAGCGCG GOGGGTGTGG TGGTTACGCG
CAGCGTGACC GCTACACTTG CCAGCGCCCT AGCUCCOGCT CCTTTCGCTT TCOTTCCCTTC
CTTTCTCGCC ACGTTCGCCE GCTTTCCCCG TCAAGCTCTA AATCGGGEGGC TCCCTTTAGS
GTTCCGATTT AGTGCTTTAC GGCACCTCGA CCCCAAAAAA CTTGATTAGG GTGATGGTTC
ACGTAGTGGA CCATCGOCCT GATAGACGGT TTTTCGCCCT TTGACGTTGG AGTCCACGET
CTTTAATAGT GGACTCTTGT TCCAAACTGG AACAACACTC AACCCTATCT CGGTCTATTC
TTTTGATTTA TAAGGGATTT TGCCGATTTC GGCCTATTGG TTAAAARATG AGCTGATTTA
ACARMAATTT AACGCGAATT TTAACAAAAT ATTAACGTTT ACAATTTCAG UTGGCACTTT
TCGGGGAAAT GTGCGCGGAA CCCCTATTTG TTTATTTTIC TARATACATT CAAATATGTA
TCCGCTCATG AATTAATTCT TAGAAAAACT CATCGAGCAT CAAATGAAAC TGCAATTTAT
TCATATCAGG ATTATCAATA CCATATTTTIT GARAAAGCCG TTTCTGTAAT GAAGGAGAAA
ACTCACCGAG GGAGTTCCAT AGGATGGCAA GATUCTGGTA TOGGTCTGCG ATTCCGACTC
GTCCAACATC AATACAACCT ATTAATTTCC CCTCGTCAAA AATAAGGTTA TCAAGTGAGA
AATCACCATG AGTGACGACT GAATCCGGTG AGAATGGCAA AAGTTTATGC ATTTCTTICC
AGACTTCTTC AACAGGCCAG CCATTACGCT CGTCATCAAA ATCACTCOCA TCAACCARAC
CGTTATTCAT TCOTGATTGC GCCTGAGCGA GACGAAATAL GOGATCGCTU TTAAAMGGAL
AATTACARAC AGGAATCGAA TGCAACCGGC GCAGGAACAC TGCCAGCGCA TCAACAATAT
TPPCACCTGA ATCAGGATAT TCTTCTAATA CCTGGAATGC TGTTTTCCCG GOGATCGCAG
TGGTGAGTAA CCATGCATCA TCAGGAGTAC GGATAAAATG CTTGATGATC GGARSAGGTA
TAAATTCCOT CAGCCASTTT AGTCTGACCA TCUTCATCTGT AACATCATTG GCAACGCTAC
CTTTGCCATG TTTCAGAAAC AACTCTGGCG CATCGGGCTT CCCATACAAT CGATAGATTG
TCGCACCTGA TTGCCCGACA TTATCGCGAG CCCATTTATA CCCATATAAA TCAGCATCCA
TGTTGGAATT TAATCGCGGC CTAGAGCAAG ACGTITCCCG TTGAATATGG CTCATAACAC
CCCTTETATT ACTGTTTATG TAAGCAGACA GTTTTATIGT TCATGACCAA AATCCCTTAA
CGTGAGTTTT CGTTCCACTG AGCGTCAGAC CCCGTAGAAA AGATCAAAGG ATCTTCTTGA
GATCCTTTIT TTCTGCGCOCT AATCTGCTGC TTGCAAACAR AMAARCTALC GCTACCAGCG
GTGGTTTCTT TGCOGGATCA AGAGCTACCA ACTCITTITC CGAAGGTAAC TGGCTTCAGC
AGAGCGCAGA TACCAAATAC TQTCCTTCTA GTGTAGCCGT AGTTAGGCCA CCACTTCAAG
ARCTCTGTAG CACCGCCTAC ATACCTCGCT CTGCTAATCC TGTTACCAGT GGCTGCTGCC
AGTGGCGATA AGTCUTGTCT TACCGGGTTG GACTCAAGAC GATAGTTACC GGATAMGGCG
CAGCOGTCSG GCTGAACGOG GOCTTCGTGE ACACAGOCCA GOTTGGAGCG ANOGACCTAC
ACCGAARCTGA GATACCTACA GCGTGAGCTA TUAGAAAGCG CCACGCTTCC CGAAGGGAGA
AAGGCGGACA GGTATCOGGT AAGCGGCAGG GTCGGAACAS GAGAGCGCAC GAGGGAGCTT
CCAGOORGAR ACGCCTGGTA TCTTTATAGT CCTUTCGGGT TTCGCCACCT CTGACTTGAG
CCTCGATTTT TGTGATGCTC GTTAGGOGCG CGAAGCCTAT GGAAAAACGC CAGCAACGCG
GCCTTTTTAC GGTTCCTGGC CTTTTGCTGU COTTTTGCTC ACATGTICTT TCCTGCGTTA
TCCCCTGATT CTGTGGATAA CCGTATTACC GCCTTTGAGT GAGCTGATAC CGCTCGCCGC
AGCCGAACGA CCGAGCGCAG CGAGTCAGTG AGCUGAGGAAG CGGAAGAGCG CCTGATGCGG
TATITICTCC TTACGCATCT GTGCGGTATT TCACACCGCA TATATGUTGC ACTCTCAGTA

a\



4341
2401
2461
2321
as581
2641
270L
2761
2821
2001
2941
3001
3061
Jia
Jim
Ja41
3101
Jas1
3421
3481
3541
k1138
3661
3721
3781
i1
3901
981
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4301
4441
4501
4561
.4621
4681
4741
4801
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CAATCTGCTC TGATGCOGCA TAGTTAAGCC AGTATACACT CCUCTATCGC TACGTGACTG
GUTCATGGCT GCGUCCOCGAC ACCOGCCAAC ACCCOCTGAC GOGCCCTGAC GGGCTTGTCT
GCTCCCGGCA TCCGCTTACA GACAAGCTGT GACCGTCTCC GGGAGCTGCA TGTUTCAGAG
GTTTTCACCG TCATCACOGA AMCGCGCGAG GCAGCTACGG TAAAGCTCAT CAGCGTGGTC
GTGARGCGAT TCACAGATGT CTGCCTGTTC ATCCGCUTCC AGCTCGTTGA GTTTCICCAG
AAGCGTTAAT GTCTGGCTIC TGATAAAGCG OGGCCATGTTA AGGGCGGTTT TTTCCTGTTT
GGTCACTGAT GCCTCCGTGT AAGGGGGATT TCTUTTCATO GGGGTAATGA TACCGATGAA
ACGAGAGAGG ATGCTCACGA TACGGGTTAC TGATGATGAA CATGCCOGGT TACTGGAACG
TIGTGAGGGT AMCAACTGG CGUTATGGAT GCGGCQGGAC CAGAGAAARA TCACTCAGGG
TCAATGCCAG COCTTOGTTA ATACAGATGT AGGTGTTCCA CAGGGTAGCC AGCAGCATCC
TGCGATGCAG ATCCGGAACA TAATGGTGCA GGUCGCTGAC TTCCGCGTTT CCAGACTTTA
CGAAACACGG AAACCGAAGA CCATTCATGT TGITGCTCAG GTCGCAGACG TTTTGCAGCA
GCAGTCACTT CACGTTCGCT CGCGTATCGG TGATTCATTC TGCTAACCAG TAAGGCAACC
CCQCCAGCCT AGCCGGGTCC TCAACGACAG GAGCACGATC ATGCGCACCC GTGGGGCCGC
CATGCCGGOG ATAATGGCOCT GCTTCTCGOC GAMBACGTTTG GTGACGGGAC CAGTGACGAA
GAGCTTGAGCG AGGGCGTGCA AGATTCCGAA TACCGCAAGC GACAGGCCGA TCATCGTCGC
GCTCCAGCGA AAGCGGTCCT CGCCGAAMAT GACCCAGAGC GCTGCCGGCA CCTGTCCTAC
GAGTTGCATG ATAAAGAAGA CAGTCATAAG TGCGACGACLG ATAGTCATGC CCCGCGCCCA
CCGAAAGGAG CTGACTGGGT TGARGGCTICT CAAGOGCATC GOTCGAGATC CCGGTGCTTA
ATGAGTGAGC TAACTTACAT TAATTGCGTT GOGCTCACTG CCCGCTTTCC AUTCGGGAMA
CCTUTCGTGC CAGCTGCATT AATGAATCOG CCAACGCGCC GGGAGAGGCS GTTTGCGTAT
TGGGCGOCAG GATGGTTTTT CTTTTCACCA GTGAGACGGG CAACAGCTGA TTGCCCTTCA
CCGCCTGGCC CTGAGAGAGT TUCAGCAAGC GUTCCACGCT GGTTTGCCCC AGCAGGCGAA
AATCCTGTTT GATGGTGGTT AACGGCGGGA TATAACATGA GCTGTCTTCG GTATCGTCGT
ATCCCACTAC CGAGATATCC GCACCAACGC GCAGCCCGGA CTCGGTAATG GCOCGCATTG
CGCCCAGCGC CATCTGATCG TTGGCAACCA GUATCGCAGT OGGAACGATG CCCTCATTCA
GCATTTGCAT GUTTTOTTGA AAACCOGACA TGGCACTCCA GTCGCCTICC CUTTCCGCTA
TOGGCTGAAT TTGATTGCGA GTGAGATATT TATGCCAGCC AGCCAGACGC AGACGCGCCG
AGACAGAACT TAATGGGCCC GCTAACAGCE CGATTTGCTG GTGACCCAAT GOGACCAGAT
GCTCCACGCC CAGTCGCGTA COGTCTTCAT GGGAGAAMT AMATACTGITG ATGGUTGTCT
GGTCAGAGAC ATCAAGAMAT AACGCCGGAA CATTAGTGCA GGCAGCTICC ACAGCAATGO
CATCCTGGTC ATCCAGCGGA TAGTTAATOA TCAGCCCACT GACGCGTTGC GCGAIAAGAT
TGTGCACCGE CGCTTTACAG GCTTCGACGC CACTTCGTTC TACCATCGAC ACCACCACGC
TGGCACCCAG TTGATCGGCG CGAGATTTAA TCGCCGCGAC AATTTGOGAC GGCGCGTGCA
GGGCCAGACT GAAGGTGGCA ACGCCAATCA GCAACGACTG TTIGCCCGCC AGTTOTTUTG
CCACGCGGTT GGGAATGTAA TTCAGCTCCG CCATOGCCGC TTCCACTTTIT TCCCGCGTTT
TCGCAGARAL OTGGCTGGCC TGGETTCACCA CGCGGAMAAC GGTCTGATAAR GAGACACCGG
CATACTCTGC GACATCGTAT AACGTTACTG GTTTCACATT CACCACCCTG AATTGACTCT
CTTCOGGGOE CTATCATGCC ATACCGCOAA AGGTITTTGCG CCATTCGATG GTGTCCGGGA
TCTCGACGCT CTCCCTTATG CGACTCCTGC ATTAGGAAGC AGCCCAITAG TAGGTTGAGS
CCGTTGAGCA CCGCOGCOGC AAGGAATGAT GCATGCAAGG AGATOGCGCC CAACAGTCCC
CCGACCACGG GBCOCTGCCAC CATACCCACG CCGAAACAAG CGCTCATGAG COCGAAGTGO



4881
4921
4981
5041
3101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6101
8161
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6701
6841
6901
6961
7011
708L
7141
7201
7261
7321

CGAGCCCGAT CTTCCCCATC
GOGCCGGTGA TGCCGGCCTAC
AATTAATACG ACTCACTATA
CCTTAAGGAG GATATAACAT
TGGCAATGAA ATTTATTGAC
AATCAGATTA CTTTGGCAAG
AGGTCCTATT TATCGACCAA
GCCGAGACAA TGCGCOGOGA
GCGGAATGGC CGTAACTATT
ACAAGATTAT TAGTTTCAAA
ATATCATATT TTTCCAGOGC
CCAGCTATGA AGGGTACTTIT
TAMMGAMAGA GGACGAGCTA
AGTGGAGGAT ATAATACCAG
GCATACTCAA ACTTTGTCCT
AGATCTATCC AATAAMAMRAG
CAAMGTTTGA TCACCTGCCT

11714

GGTGATGTCO
GATGCETCCG
GGGGAATTGT
ATGGCTGCTG
AATACGCTTIT
CTTGAGAGCA
GGGAATCGTC
ACCATTTTCA
TCTGTCARAT
GAGATGAATC
AGCGTGCCGG
CTTGCATGCG
GGCGATCGCA

GATCACAGTC

AGGCCTGGGC TACACTGTGG
GCTGAGGGCA TTTGCTGCCA
CATGTCTCAT GGCATCCTAG
TGTGCTGCTT TATGACACCA
GGACAMCCC AMGGTCATCA
GGTCAGAGAC TCTCCAGCAT
GGCAGATTCT GTTTGCAAGA
ACCACATAAC GTGTCCTGGA
CACATGCTITC CAGAANTATT
GAAATCATTT GAAGTTCCAL

GCGGCGAGEE TGGAGGAAGE
CCGATCGACG TGCTGGTCCT
AACAGCCCTG GCCTGGACTT
TOGGCGCCGA GCGTGCCGCA
AAGGTGCAGC TGCTGGCAAT
GCGGTCGAGG ACGAACGGCG

GCGATATAGO CGCCAGCAAC
GCGTAGAGGAR TCGAGATCTC
GAGCGGATAR CAATTCCCCT
AACCAGTAGA AGACAATTGC
ACTTTATAGC TGAAGATGAT
AACTATCGGT CATTCGTAAT
CACTATTCGA GGQACATGACA
TTATATCTAT GTACAAGGAT
GTGAAMGAT ATCCACGCTG
CGCCGGATAR TATCAAGGAC
GGCACGATAA CAAGATGCAA
AGRAGGAACG CGATCTCTTT
GCATTATGTT CACTGTCCAMA
AATCCATGGE CCATCATCAT
TCCTQAGACT GTGTAAAMARM
GCAGACGCCT GGCTCTCATC
GGGCTCACTA TAACATCGTS
TTGACGAAAA GAATCTCACA
GACCAOAGCA CAAGTCCTCT
AGGGAATCTG CGUAACTGCG
TCTTOCAGAT ATTCAACAAL
TTGTCCAGGC CTGCAGAGOT
CCTTGACAGT CATCTCTTCA
TCCACGAGGA GAAGGACTTC
GAGACCGCAC AAGGIGCTCC
CTTGCTGCTG CCACCTAATG
AGGCTAAAGC CCAGATGOCC
TTCCTGGCAA TTGACTCUAG
GGCAATTTCT GAMFTTGAAGC

GATCCOGCGA
ATCAACTTTG

TTAAMTCALC
GACAGTGACT

AATGAAGACT
CATCATCATG
ANTCATGATG
ATATGCAATA
GGGATGAAAR
GCCAGGGATA
GACAGCACGT
CATAAARAGA
CGCAACTGCC
GAAAAACATG
CAGTCATCTG
ATTGCTTTCT
ATCTTCATTA
GARATATTTC
ACCATAGAAC
CTCGETRGCC
TGCCGICTAG
CCGCCGAGGT
TGGTGTCCGG
ACTCCTCGCG
ATAGCAACGC
TCATCGGCCT
ACCTGCACGA
ATACCGCCTC

GGCGATGAAT CCCCAGGGGA CGCGCCGTTG

CCAGCGCCTE ACCCTACOGE
CCAGGGCCAG TCCAAGCTGG
GATGCCGGTT CGCGCCTTCC

GCACCGTGCT
CCACCCTGAA
TCCECECGCC

CATTGGTACC CCTGAGTAGC GGACTCQHGC ACCACCACCA CCACCACTGA
CTAACAAAGC CCGAAMGGAA GCTGAGTTGG CTGCTGCCAC CGCTGAGCAA
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7381 TAACTAGCAT AACCCCTTGG GGCCTCTAAM CGGUITTIUA GUOGTTTTIT GCTGAAAGGA
7441 GGAACTATAT

Figura 6



ID NO:7

13114

PGL de Pseudomonas aeruginosa

488338334838 8833

GGA GGA GTT GGT ATG GCG ATT TCT GAG TTG AAG CTG
0GC CTG CAG GTT TGG GGC AGC GCC GCC GAG CAG GCC

acC GG
GCe CTG
GCC TTG
GCC GAC
CTG GTT
ATC GGC
GCC GAC
CIC GGC
CCT GaGC
CCG ATG
GCC GTa
TCC AAG
CGaQ ATG
TAC CCC

GTC GCC GGC COG TTG CGC TCG
CTG GTO GTG TCC GGT GGG CGC
AGC GAO GAG CCG CTG GAC TGG
GAG CGC TGG GTG CCG GAG TCG
CGC CGC CAC CTG CTC CaT GGC
CTC TAC CAG CCOG GCJd GCG AGC
CAT CAC CTG CAC GAG CTQ CCA
ATG GGC GAC GAC GGC CAT ACC
CTG GAC CTG GCG ATG GAT CCC
TGG GCO COG AGC GTG CCG CAC

GCa CTa GCC
AGT CCG QTG
TOG CGA ATC
CAT GCC GAT
GAG GCG aGca
CTG GAG GAA
TTG CCG ATC
GCC TCG CIG
CAG GGG ACO
CAG CGC CTG

CTG GCG GCG GCG AAG OTU CAG CTG CTG GCG
CTG GCC ACC CTG AMC GCC GOG CTG GCG GTC

CCG GTT CGC GCC TTC CTC CGC
TGA

Figura 7

GCG CCG CTG

§88
EE

$e83483843858348238

BEARAARGERRE

788d38388§834
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SEQ ID NO:8
aminoédidos
PGL de Pssudomonas aeruginosa

HGGVGHMAISELKLPAGVGLOVWGSAAEQARGLAAEVAGRLRSALAEQGOALLVVSGGRSFVAFLEM
LSEEPLDWSRITVSLADERWVPESHADSNAGLVRRELLRGEAAKARF IGLYQPAASLEEAARLADH
HLHELPLPIDVLVLGMGDDGHTASLF PNSPFGLDLAMDPQGTRRCLPMWAPSVPHQRLTLPRAVLAA
AKVQLLATQGQEKLATLNAALAVEDERRMPVRAFLRAPLTIHWYP

Figura 8
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SEQUENCE LIBSTING

<110> GARDNER, Alan R.
SWEITZER, Thomas D.
TAYLOR, Alexander H.
PATEL, Pramatesh

<120> METHODS FOR FREVENTING GLYCONOYLATION OF
PROTEINS

<130> PUG60116

<140> To Ba Assigned
<1l41> 2004-03-04

«<150> 60/451,686
<151> 2003-03-04

<160> 14
<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 24

<212> DHA

«<213> ESCHERIACHIA COLI

<400> 1 .
agctggceat tgetcaggte gaag 24

<110> 2

<211> 25

«<213> DHA

<313> ESCHERICHIA COLI

<400> 2
gtactgtceg gaatacacga cgatg 25

<210> 3
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<211> 413
<213> DNMA

<213> BESCHERICHIA COLI

<400> 3

agctggecat
acaccatgac
ataacatcac
cgaccgacga
tcgatccgaa
cccgtegtgy
cotataaggy

<210> 4
<21ll> 8
<212> PRT
<213> HOMO

<400> 4

tgctcagygtc
cggtgaagcc
gecagtcegge
tnl:cgalngcc
aggctgggeg
ctctaattce
gatgtatgge

SAPIENS

gaagagatgc
ttegatcegy
gocacggagt
tacgegetga
ctgttecgtt
gagctggaga
gatgtggeca

Asn Ile Gln Sar Val Lys Val Lys

1 ]

<210> 5
<211> 29
<212> DRA

5

<213> Peeudomonas aeruginosa

<400> 5

ggcctegage teggtggece tggtggece

<210> 6
<311> 31
<212> DNA

<213> Pseudomonas aeruglnosa

<400> 6

aggcagttte
tl:gag.gtgqn
fyagcaagcy
acgccagoegg
ccttcaaagc
cagcggtgaa
tcgtcgtgta

geecctecgagt ccgocactcoca ggggtaccaa t

<210> 7

PCT/US2004/006507

tgecgtgett aagggcaaat
tatgggecge agtgagguga
tgacaagtcc acgtatgacc
tgtggtgaat atcatcgtgt
cgtcaanggag aagctggata
agacctgggc aaageggigt
ttccggacag tac

60

120
180
240
300
as0
413

3l
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<211> 732
<212> DMA

<213> Peeudomomas aeruginosa

<400> 7

atgggeggag
gtctggggea
cgetocggege
gtggecttee
ctggcegacy
cgeeacctge
gegagoectgy
atcgacgtge
agccctggee
gegccyagey
gtgcagetge
gtegaggacg
tggtacccct

<210> 8
<211> 243
<3132> PRT

ttggtatgge
gegccgeega
tggocegagea
tegaagectt
agegetgggt
tcegtggega
aggaagcgge
tggtcctegg
tggacctgge
tgccgoacca
tggcgatcca
aacggeggat
ga '

gatttctgag
gecaggcccge
gggccaggeyg
gugcgaggag
gecggagtcg
ggcggcgaag
cgagctggcc
catgggcgac
gatggatecce
gcgeetgace
gggccagtee
geecggttege

<213> Passudomomas aaruginosa

<400> 8

Met Gly Gly Val Gly Mat Ala

1

Val'Gly ‘Leu’

Ala Ala Glu

35

Gln Ala Leu

Glu Ala Leu

Leu Ala Asp

Gly Leu Val

Fha Ile Gly

Gln'val Trp Gly

Vval Alm Gly Ary

Leu Val Val Ser

Ber @lu Glu Pro

ttgaagetge
ggcctgygocg
ctgetggtgg
ccgetggace
catgcegata
goegegetteca
gaceatcacc
gacggccata
caggggacge
ctgcegegeg
aagctggeca
geetkcoctee

Ile Ber Glu Leu

10

Ser Ala kla Glu

40

55

70

100

Glu Arg Trp Val
Arg Arg His Leu

L.eu Tyr Gln Pro

Lsu Axg Ser Ala

Gly Gly Arg Ber

Leu Asp Trp Ber

75

Pro Glu Ser His

80

Leu Arg Gly Glu

105

Ala Ala Ser Leu

cggceggegt
cogaggtoge
tgtcecggtgg
ggtcgeggat
gcaacgccgg
tcggeeteta
tgcacgaget
ccgecteget
gccgttgect
ccgtgetgge
ccctgaacge
gegegeeget

PCT/US2004006507

eggectgeag 60
cggeceggttg 120
gegecagtceg 180
caccgtcage 240
cetggttege 300
ccagcoggeyg 160
gceattgeeyg 430
gtteccgaac 480
geegatgtygg 540
ggcggegaag 600
cgecgetggeg 660
gacgatccat 720

732

Lys Leu Pro Ala Gly

15

Gln'Aln Axg'Gly Leu

Leu Ala Glu Gln Gly

Pro Val Ala Phe Leu

Arg Ile Thr Val Ser

Ala Asp Sar Asn Ala

Ala Ala Lys Ala Arg

110

Glu Glu Ala Ala Glu
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115 120 135
Leu Ala Asp His His Leu His Glu Leu Pro Lau Pro Iles Asp Val Leu
130 135 140
Val Leu Gly Met Gly Asp Asp Gly His Thr Ala Ser Leu Phe Pro Asn
145 150 155 160
Ser Pro Gly Leu Asp Leu Ala Mat Asp Pro Gln Gly Thr Arg Arg Cys
165 170 175
Lea Pro Met Trp Ala Pro Ser Val Pro Hia Gln Arg Leu Thr Leu Pro
1a0 185 190
Arg Ala Val Leu Ala Ala Ala Lys Val Gln Leu Leu Ala Ile Gln Gly
185 200 205
Gln Ser Lys Leu Ala Thr Leu Asn Ala Ala Iau Ala Val Glu Asp Glu
210 215 220
Arg Arg Mat Pro Val Arg Ala Phe Leu Arg Ala Pro Leu Thr Ile His
aas 230 235 240
Trp Tyr Pro

<310> 9
<311> 3416
<212> DMA

<213> Artificial Sequence
<223> Comprised of PECO-1 Expression & Psaudomonas aeruginosa

<400> 9

gaattccgga
gtgecttattt
ataggtacat
tatatcaacg
aaatctegat
ggaacctett
gogtatcanca
ttattecggeg
gtttttgagg
acggggtggt
ggcttactat
aaggctgcac
actgactcge
ggagatttce
ageegttett

tgagcattca
ttctttacgg
tgagcaacty
gtggtatatc
aactcaaaan
acgtgccgat
gugacaccag
caaagtgegt
tgcteccagtyg
gegtaacgge
gttggeacty
cggtgegtea
tacgcteggt
tggaagatge
ccataggecte

tcngﬁcgqgc asgaatgtga atasaggecg gatasaactt
tcttitaaana gyccgtamta tccagectgasa cggtctggtt
actgaaatge Ctocadaatgt tetttaédat -gécattiggga

cagtgatttt
atacgcecegyg
caacgtctca
gatttattta
cgggtgatge
gettetgtet:
aasagcaccey
atgagggtgt
gocagaatatg
cgttcgacty
caggaagata
cgeececctyg

tttctocoatt
tagtgatctt
ttttcgeceaa
ttectgegaag
tgccaactta
ctatcagetg
ccggacatea
cagtgangtyg
tgatacagga
cggcyagcegy
cttaacagag
acaagcoatca

/14

ttagettect
atttecattat
aagttggecec
tgatctteeg
ctgatttagt
teceteetge
gegetagoegy
cttecatgtgg
tatattccge
asatggectta
sagtgagagy
cgasatctga

tagctectga
gotgaaagtt
agggettecce
tcacaggtat
gtatgatggt
tcagectactg
agtgtatact
caggagaansa
ttectegete
cgaacggggc
gccgeggoaa
cgetcaaate

120
180
240
300
360
420
480
540
6§00
660
720
700
840

500 -
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agtggtgucg
tegtgegete
gtttgtctea
tgtatgecacy
pagtccaacc
ageggagtta
tgactgeget
cguaasaccg
asaacgatct
atttatctcet
atgtttgaca
aacgcagtca
cctggtggee
gogtecggect
tcgecggeceg
gtgugcgcag
gyatcaccgt
ccggeetggt
tctacecagee
agctgccatt
cgetgttece
gcctgecgat
tggcggcggc
acgeegeget
cgctgacgat
ctcatttctt
gcgegugoca
ggacaggtge
cogaaacangy
ccctgtggaa
aggeagaata
ggccteagge
accagcaata
attegettte
ggegtttang
cagtactgtt
tgaacctgaa
gtgaaancgg
ctcacceagg
geoaggbttt

asancccegaca
tectgttect
ttceoacgect
aaccecccegt
cggaaagaca
gtettgaagt
cctecaagee
ccectgeaagg
caagaagate
tcaaatgtag
gcttatcate
ggcacegtgt
cgegatggga
geaggtetgyg
gttgegetceg
tecggtggee
cagectggec
tcgeogeoac
gecggcgage
geccgatcgac
gaacagccct
gtgggcgeey
gaaggtgcay
gucggtegag
ccattggtac
attctgagtt
tgactatcgt
cggcagegec
cgecetgeac
cacctacatc
aatgatcata
atttgagaag
gacataagey
gaatttctge
ggcaccaata
gtaatteatt
tcgecagegg
gugcgaagaa
gattggetga
caccgtaaca

ggactataan
gectttoggt
gacactcagt
tcagtcogac
tgcaaaagca
catgcgeegg
agttacctegy
cggtitttte
atcttattaa
cacctgaagt
gataagcttt
catatggatc
goagttggta
gucagcgccy
gcgetggeoy
ttcctocgaay
gacgagcget
ctgecteegty
ctygaggaag
gtgetggtce
ggcctggacc
agegtgocge
ctgctggega
gacgaacggc
ccctgagtgg
acaacagtcc
cgeegeactt
caacagtccc
cattatgttec
tgtattaacy
tegtoaatta
cacacggtca
getatttanac
cattcatccg
actgccttaa
aagcattcty
catcagcacc
gttgtceoata
gacgaaaaac
cgecacatct

gataccagge
ttaccggtgt
tccgggtagg
cgctgcgeet
ccactggeag
ttaaggctana
gttcaaagag
gttttcagag
tcagataaaa
cagccccata
aatgeggtag
ccgggtaceg
tggegatttc
ccgageagge
agcagggcea
ccttgagega
gggtgocoegga
gogaggcgoc
cggecgaget
toggeatgog
Eggcgatgga
accagecgeet
tccagggeca
ggatgececggt
cggactcgac
gcaccgetgt
atgactgtet
cogyccacag
cggatctgea
aagcgctaac
ttacctecac
cactgcttee
gaccctgeec
cttattatca
aaaaattacg
ccgacatgga
ttgtegectt
ttggccacgt
atattctcaa
tgcgaatata
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gttteececet
cattecgetg
cagttegete
tatcoggtan
cagccactgg
actgaaagga
ttggtagete
caagagatta
tatttctaga
cgatataagt
ttcatcacng
tcgagetcga
tgagttgaag
ccgeggectyg
gucgetgetg
ggagccgetg
gtegeatgeeo
gaaggycgege
ggccgaccat
cgacgacgge
tecccagpgg
gacectygeey

gtcecaagetg:

tegegectte
tagtcaacgc
ccggtagete
tctttatcoat

‘ggectgoeac

tcgeaggaktyg
cgtttttate
guuyagagcc
ggtagtcaat
tgaaccgacg
cttattcagg
cccegecety
agccatcaca
gcgtataata
ttasatcaan
taaaceckttt
tgtgtagaan

PCT/US2004/006507

ggcggetcee
ttatggecge
caagctggac
ctatcgtctt
taattgattt
caagtttigg
agagaacctt
cgcgecagace
ttteagtgea
tgtaattcte
ttaaattget
geteggtgge
ctgceggecg
gccgccgagy
gtggtgtceg
gactggtcge
gatagcaacg
ttcateggece
cacctgcacyg
cataccgect
acgcgeegtt
cgegeogtge
gccaccctga
ctecgegege
catgagcgge
ctteeggtgg
gcaactegta
cataccecacyg
ctgetggeta
aggctctggg
tgagcaaact
aaaccggtaa
acegggtcga
cgtagcacca
ccactcatcg
gacggcatga
tttgeccecatg
actggtgaan
agggaaatag
ctgocggaaa

960

1020
1080
1140
1300
13260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
4100
4160
2230
2280
4340
2400
4460
45320
2580
3640
2700
2760
2820
4880
4940
3000
3060
3120
3ieo
3240

3300

Q.
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tegtegtggt atteactcca gagopgatgaa aacgttteag titgetcatg gaaaacggtg 3360
tascangggt gaacactatc ceatatcacc agctcacegt ctttecattgc catacg J416

<310> 190

<211> 157

<212> PRT

«213> HOMO SAPIENS

<400> 10
Tyr Fhe Gly Lys Leu Glu Ber Lya Leu Ser Val Ila Arg Asn Leu Asn
1 5 . 10 15
Asp Gln Val Leu Phe Ile Asp Gln Gly Asn Arg Pro Leu Fhe Glu Asp
_ 20 25 30
Met Thr' Asp Ser Asp Cys Arg Asp Asn Ala Pro Arg Thr Ile Fhe Ile
3s ) 40 45
Ile Ser Met Tyr Lys Asp Sar Gln Pro Arg Gly Net Ala Val Thr Ilas
S0 55 60
Ser Val Lys Cys Glu Lys Ile £ar Thr Leu Sar Cys Glu Aan Lys Ile
65 . T0 75 80
Ile Ser Phe Ly» Glu Met Amn Pro Pro Asp Asn Ile Lys Asp Thr Lys
85 20 95
Ser Asp Ile Ile Phe Fhe Gln Arg Ser Val Pro Gly His Asp Asn Lys
100 105 . 110
Met Gln. Phe Glu Ser Ser Sar Tyx Glu Gly Tyr Fha Leu Ala Cys Glu
115 120 125
Lys Glu Arg Asp Ieu Phe Lys Leu Ile Lau Lys Lys Glu Asp Glu Leu
130 135 140

Gly Asp Arg Ser “Ile Met-FPhe Thr-Val Gln-Asn Glu Asp ' - -

145 150 155

<210> 11

<311> 583

<313> DNA

<213> HOMD SAPIENS

<400> 11

atgygctgetg saccagtaga agacaattge atcaactttg tggycaatgaa atttattgac 60
aatacgettt actttatage tgaagatgat gammacctgg aatcagatta ctttggesag 1320
cttgagagea aactatcggt cattcgtaat ttaaatgacc aggtcctatt tatcgaccaa 180
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gggaategtc
accatttteca
tctgtcaaat
gagatgaatc
agcgtgeegy
cttgeatgeg
ggcgategea

<310> .12
<311> 849
<213> DNA
<213> HOMO

<400> 12

atgggeceate
agactgtgta
cgectggete
cactatgaca
gaaangaatc
gagcacaagt
atctgeggaa
cagatattca
caggecctgea
gcagtcatct
gaggagasgy
cgeacaaggg
tgctgecace

asagoccaga’

ggcaattga

<210> 13

cactattcga
ttatatctat
gtgasaagat
cgecggataa
ggcacgataa
agaaggaacg
goattatgtt

SAPIENS

atcatcatca
aanaaantca
teatcatcatg
togtgungat
tcacagecag
cctctgacag
ctgcgoataa
acaaccgcan
gaggtgaana
cttcacagte
actteattge
gectccatett
taatggaaat
tgcccaccat

<211> 6687

<2132> DNA

ggacatgaca
gtacaaggat
atccacgetg
tatcaaggac
caagatgcaa
egatctettt
cactgtccaa

tcatggecata
tgatgagatc
caatacazag
gaaasggotyg
ggatatgong
cacgttettg
asagasasaa
ctgcctcagt
acatggggaa
atctgagaac
tttetgtect
cattacggaa
atttcggaag
agaacgagea

<213> Artificlal Sequence
<223> Comprised of pET Vactor and Homo Sapien

<400> 13

gacagtgact
tctecagecege
tegtgtgmga
acgaagtctg
tttgaatcat
asacttattt
aatgaagact

ctcaaacttt
tatccaataa
tttgatcacc
cttcaaggee
tcagtgotga
gtactcatgt
coggatgtge
ctaaaggaca
ctotgggtea
ctggaggeag
tcaacaccac
ctcatcacat
gtacaganat
accttgacaa

gocgagacaa
gcggaatggc
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taaagaaaga
ag

gtectegtga
aasagagagn
tgcetgeasyg
tgggctacac
gggcatttge
ctcatggoat
tgetttatga
aacccaaggt
gagactctec
attctgtttg
ataacgtgtec
gcttccagaa
catttgaagt
gagatttcta

PCT/US2004/006307

tgegeegega
cgtaactatt

tagtttcann
tttccagege
agggtactect
ggacgageta

agaattcctyg
ggaccgcaga
gaatgggget
tgtggttgac
tgcocagacea
cctagaggys
caccatctte
catcattgte
agcatcecttg
caagatccac
ctggagagac
atattctige
tccacagget
cetetttoot

440
300
360
420
480
540
582

60

120
180
240
aao
360
420
480
540
600
560
720
760
840
84%

togcgaatgy gacgegecct gtagoggcge attaagogeg gogeotgtge tggttacgeg 60
cagegtgace getacacttg ccagcgecet agegeceget ccotttegett tcttocecctte 120
ctttctegec acgticgecg gettteccceg tcaagotcta aateggggge tcectttagg 180
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gttecgatet
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattes
acaananttt
tcggugaaat
"tecegeteatg
tcatatcagg
actcaccgag
gtccaacate
aatcaccatg
agacttgtte
cgttattcat
aattacaaac
tttcacctga
tgogtgagtaa
taaatteccgt
ctttgeeatg
tcgeacctga
tgttggaatt
cccktgtatt
cgtgagtttt
gatcetittt
gtggttegtt
agagcgcaga
aactetgtag
agtggcgata
‘cagcgutcgg
accogaactga
aaggcggaca
ccagugugan
cgtcgatttt
geetttttac
tcceetgatt
agccgaacga
tattttctec
camtctgctc
ggtcatgget
getecccggea
gtttteaccg

agtgctttac
ccatcgeceet
ggactcttgt
taagggattt
aacgcgaatt
gtgegoggan
aakttasttct
attatcaats
gcagttceat
aatacaacct
agtgacgact
aacaggcoag
tegtgattge
aggaatcgaa
atcaggatat
ccatgcatca
cagccagttt
tttcagaaac
ttgceccgaca
taatcgegge
actgtttaty
cgttccactyg
ttctgegegt
tgecggatca
taccamatac
caccgectac
agtegtgtet
gotgaacyyy
gatacctaca
ggtatceggt
acgectggta
tgtgatgctce
ggttcetgge
ctgtoggatan
cogagogeay
ttacgcatot
tgatgcoegea
gcgececcecgac
tocegettaca
tcatcaccga

ggcacctega
gatagacggt
tccanactgg
tgeegattee
ttaacaaant
.cccctatttg
tagaaaaact
ccatattttt
aggatggcaa
attaatttet
gaatcceggty
ccattacget
geckgagega
tgcaaccgge
tettectaata
tcaggagtac
agtctgacea
aactctggeg
ttatcgegag
ctagagcaag
taagcagaca
agcgtcagac
aatctgctge
agagctacca
tgtececttcta
ataccteget
taccgggtty
gugttegtge
gcgtgageta
aagcggcagy
tctttatagt
gtcaggoguy
cttttgetgg
cegtattace
cgagtecagtyg
gtgcggtatt
tagttaageco
acccgacaac
gacaagctgt
aacgcgcgag

ccccaanaan
ttttegeoct
aacaacacte
ggcetattgg
attascgttt
tttattttte
catcgagecat
gunasagceg
gatectggta
cctcgteaaa
agaatggcas
cgtcatcaaa
gacgaaatac
goeaggaacac
cctggaatge
ggataanatg
tctcatetgt
catcgggett
cccatttata
acgtttcceg
gttttategt
ccegtagaan
ttgcaaacaa
actettttte
gtgtagecegt
ctgctaatee
gactcaagac
acacagecca
tgagaaageg
gtcggaacag
cctgteggot
cggagcctat
cctttigete
geectttgagt
agcgagguag
tcacaccgca
agtatacact
acccgctgac
gaccgtctcc
geagotgeus
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cttgattagy
Etguegtigy
aaccctatct
ttasaanntg
acaatttcag
taaatacatt
camatgaasc
tttetgtaat
tcggtetgeg
aataaggtta
aagtttatgec
ateactcgea
gcgategetg
tgcecagegea
tgttttceeg
ctegatggte
aacatcattg
cccatacaat
cccatataaa
ttgaatatgg
tcatgaccaa
agatcaaagy
aaasaccacce
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gettggageg
c¢cacgettee
gagagcgcac
ttegecacet
ggasasaacgc
acatgttctt
gagctgatac
cgyaagagcg
tatatggtge
cegetatege
gegecctgac
gggagctgea
tanagctoat

PCT/US2004/006507

gtgatggttc
agteccacgtt
cggtctattc
agctgattta
gtggcactet
caaatatgta
tgeaatttat
gaaggagaan
attccgactc
tcaangtgaga
atttctttee
tcaaccaaac
ttaaaaggac
tcaacaatat
ggvatcegeay
guaagaggca
gcaacgctac
cgatagattg
tecagecateoa
ctcataacac
aatcccttan
atcttcttga
gctaccageg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgetgee
ggataaggog
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagett
ctgacttgag
cagcaacgcy
tcctgegtta
cgctcgacge
cctgatgegg
actctcagta
tacgtgactg
gggcttgtct
tgtgtcagag
cagegtggte

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
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gtgaagcgat
aagcgttaat
ggtcactgat
acguagagagyg
ttgtgagggt
tcaatgecag
tgegatgeag
cgasacacgg
goagtcgett
cogeccagect
catgecggcy
ggcttgageg
gctecagega
gagttgcaty
ccggaaggag
atgagtgage
cctgtegtge
tggucgecagy
ccgectggee
aatectgttt
atcceactac
cgccecagege
geatttgeoat
teggetgaat
agucagaact
gctecacgee
ggtcagagac

* “-Gatéctggte

tgtgeacege
tgycacccoag
gogcecagact
ccacgegytt
tcgeagaaac
catactctge
cttecegggeg
tctcgacget
ccgttgagen
cecggecacyy
cgagcccgat
gcgecggtga

tcacagatgt
gtctggette
gectecegbgt
atgctoacga
aaacaactgy
cgcttecgtta
atcecggaaca
aaaccgaaga
cacgttoget
agccgggtec
aktaatggeet
agggegtgon
aageggteccet
ataaagaaga
ctgactgggt
taacttacat
cagctgeatt
ggtggttttt
ctgagagagt
gatggtggtt
cgagatatcc
catctgateg
ggtttgttga
tegutigcga
taatgggece
cagtcgcgta
atcaagasat
atccagcgga
cgetttacag
ttgatcggeg
guagutpgea
gggaatgtaa
gtggctggee
gacatcgtat
ctatcatgce
cteccktaky
ccgecgecgce
ggectgocac
cttececate
tgceggoccoac

ctgecetgtte
tgataaagey
aagggygatt
tacgggttac
cggcatggat
atacagatgt
taatggtgea
ccattcatgt
cgegtategg
tcaacgacag
gcttctegee
agattccgaa
cgccgaanat
cagtcataag
tgaaggctct
taattgegtt
aatgaategg
cttttcacca
tgcagcaage
aacggcggga
gcaccaacgc
ttggeaacca
asaccggaca
gtgagatatt
gctaacageg
ccgtctteat
aacgecggaa
tagttaatga
gcttogacge
cgagatttaa
acgccaatca
ttcagctceg
tggttcaccea
ancgttactyg
ataccgcgaa
cgactectge
aagguatggt
catacccacg
ggtgatgtcg
gatgegkecey

atcecgegtce
ggccatgtta
tetgticaty
tgatgatgan
gcggcgggac
aggtgttcca
gggcgctgac
tgttgetoeag
tgattcatte
gagcacgatc
gaaacgtttg
taccgcaagec
gacccagage
tgcggegueg
caagggcatc
gegetoactg
ccaacgcgeg
gtpagacgug
ggtccacgect
tataacatga
geageccgga
geatcgeagt
tggcactcca
tatgcecagecc
cgatttgetyg
gogageaaat
cattagtgea
tcagcccact
cgettogtte
togeogogac
geaacgactg
cecatcogoege
cgcgggaaac
gtttcacatt
aggttttgeg
attaggangec
gcatgoeaagy
ccgaaacaag
gcgatatagg
gogtagagge

9/14

agetegttga
agggegopttt
gugptaatga
cnﬁgcccggt
cagagaaaas
cagggtagce
ttecegegtet
gtcgeagacg
tgctaaccag
atgcgeoacec
gtggogggac
gacaggccga
gctgccggea
atagtcatge
ggtecgagatc
ccogetttece
gogagaggcy
caacagctga
ggtttgecce
getgtetteg
ctcgotaatg
gogaacgatg
gkcgeettee
agccagacgce
gtgucccaat
aatactgttyg
ggcagettee
gacgegttge
taccategac
aatttgecgac
tttgecegoe
ttceactett
gagtctgataa
caccacccktyg
ceattcgatg
agcccagtag
agatggcgeec
cgctcatgag
cgccagcaac
tcgagatctc

PCT/US2004/006507

gtttctceayg
tttectgttt
taccgatgaa
tactggaacg
tcactcaggg
agcagcatcec
ccagacttta
ttttgeagea
taaggcaacc
gtggggecge
cagtgacgaa
tcategtoge
cctgtcctac
ccegegecca
ceggtgecta
agtcgggaaa
gtttgegtat
ttgecettea
agcaggcgan
gtatcgtegt
gcgegeatty
ccctcattea
cgttcocgeta
agacgcgecy
gcgaccagat
atgggtgtct

acagcaatgg

gcgageagat
accaccacge
ggcgegtgea
agttgtigtg
tecegegitt
gagacacegy
aattgactct
gtgteeggga
taggttgagg
caacagteccc
cccgaagtgy
cgcacctgtg
gatcccgega

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3200
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
dieo’ " -
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4930
4980

/5
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aattaatacg
ccttaaggag
tggcaatgas
antcagatta
aggtcctatt
gccgagacaa
gcggaatgge
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taangaasga
dgtggaggat
geatacteaa
agatctatce
casagtttga
ggctgcttca
tggagtcagt
tettggtact
asaaaccgga
tcagtctana
gogaactety
agaacctgga
gttcttcaac
cggaactcat
ggaaggtaca
gagcaacctt
accaccactg

-t wecgetgagea

tgetgaasgg

<310> 14
<3dll> 7454
<412> DNA

actcactata’

gatatascat
atttattgac
ctttggcaag
tatcgaccaa
tgegecgega
cgtaactatt
tagtetcana
tttecengege
agggtacttt
ggacgugcta
ataataccag
actttgtect
aatasasaag
tcacctgect
aggectggge
getgagogoa
catgtctcat
tgtgctgeet
ggacaaaccc
gytcagagac
ggcagakttct
accacataac
cacatgctte
gaaatcattt
gacaagagat
agatcegget

goUyaattgt
atggctgerg
aatacgettt
cttgagagea
gogaatcgtc
accatittca
tetgtcaanat
gagatgaatc
agegtgeegg
cttgecatgeg
ggcgatcgoa
gaatasatan
cgtgaagaat
agagaggacc
gcaageaatg
tacactgtgy
tttgetgeeca
ggeatectag
tatgacacca
anggtcatca
tctecageat
gtctgeaaga
gtgtecetgga
caguaatatt
gaagttccac
ttctacctet

gctaacaang

gagegpatan
aaccagtaga
actttatagc
aactatcggt
cactattcga
ttatatctat
gtgasaagat
cgcoggatas
ggcacgataa
agaaggaacy
gcattatgtt
satccatgoy
tocctgagact
gcagacgcoct
gggctcacta
ttgacgaaaa
gaccagagca
agggaatctyg
tettcoagat
ttgtccagge
ccttggeagt
tccacgagga
gagaccgoac
cttgetgetg
aggctaaagc
ttcctggoaa
cccgasagga

ataactagesa taaccccttg gggchtetan

agguaactata

tcegabt

«<313> Artificial Sequence
<214> Comprised of pET Vector & Homo Saplan, Pseudomories Aeruginosa

<400> 14

caattcccct
agacaattgc
tgaagatgat
cattcgtaat
ggacatgaca
gtacaaggat
atccacgety
tatcanggac
caagatgcaa
cgatctettt
cactgtccaa
ccatcatcat
gtgtaaasaa
ggctctecate
tgacatcgtyg
gaatctceaca
caagtcctct
cggaactgeg
attcaacaac
ctgcageggt
catctcettea
gaaggacttc
aaggggeteco
ccacctaatg
ccagatgece
ttgactcgag
agetgagttyg
acgggtettig

ctagaccaca 5040
atcaactttg 5100
gaaaaccotgg 5160
ttaaatgace 5330
gacagtgaqt 53280
rctcagébge 5340
tcgtgtgaga 5400
acgaagtcty 5460
tttgaatcat 5520
amacttattt 5580
aatgaagmct 5640
catcatcatyg 5700
aatcatgatg 5760
atatgcaata 5820
gggutgueaa 5880
gecagggata 5940
gacageacgt 6000
cataasaaga 6060
cgcaactgee 6120
gaaaancatg 6180
cagtcatctg 6240
attgeocttet 6300
atctteatta 6360
guaatattte 6430
accatagaac §480
caccaccacc 6540

getgeotgean 6600517 *

aggggttttt 6660
6687

tgucgaatgy gacgcgeect gtageggoge attaagoegeg geggutgtgg tggttacgeg 60
cagcgtgace getacacttg coagegecct agegeccget cctttogett tottecctte 130
ctttctogee acgttogeeg gotttecccy teaagetota aatcggggge tocctttagy 180

10/14
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gttecgattt
acgtagtagy
ctttaatagt
ttttgattta
acaassattt
tcggggaaat
tcegokeatyg
tcatatcagy
actcacegug
gtccaacate
aatcaccatg
agacttgttc
cgttattcat
aattacamac
kttcacctga
tggtgagtaa
taaattccgt
cttitgecaty
tegeacckga
tgttggaatt
ccctigtatte
cgtgagtttt
gatcottttt
gtggtttgtt
agagcgeagea
aactetgtag
agtggcgata
cageggteqy
accgaactga
aaggoggaca
cocagggggaa
cgtegatttt
gecttitttac
tcccctgatt
agcecgaacga
tattttetee
caatctgete
ggtecatgget
goctocoogdea
gttttcaccg

agtgctttac
ccatcgecct
ggactcttgt
taagggattt
aacgcgaatt
gtgegeggan
aattasttct
attatcaata
geagttecat
aatacaacct
agtgacgact
aacaggccag
tcgtgatctge
aggagthan
atcaggatat
ccatgcatca
cageceagtit
ttteagaanc
ttgececogaca
taatogegge
actgtttatg
cgttccactyg
ttetgegogt
tgoeeggatca
taccamatac
caccgectac
agtegtgtct
goetgaacggg
gatacctaca
gytatecggt
acgcctggta
tgtgatgete
ggttectgge
ctgtggatan
cegagegeag
ttacgecatet
tgatgeecgea
gegeecogac
tcegettaca
tcatcaccga

‘gicacctoga

gatagacggt
tecaanctgg
tgcegattte
ttaacaanat
cccetattbg
tagaaaaact
ccatattttt
aggatggcaa
attaatttec
gaatcecggtyg
ccattacget
gcoctgagega
tgeaacegge
tcttctaata
tcaggagtac
agtctgacca
aactctggeg
ttategoegag
ctagugcaay
taagcagaca
agcgtcagac
aatctgeotge
agagctacca
tgtcettecta
ataccteget
tacegggttg
gagttogkge
gogtgagcta
aagcgycagy
tctttatagt
greagggguy
cttttgetgg
cegtattace
cgagtcagty
gtgcgptatt
tagttaagce
acccgocaac
gacaagctgt

-aacgegoegag

ccccaaanan
ttttcgeoet
aacaacactc
ggectattgg
attaacgttt
tttattttte
catcgagcat
gaaasaagcey
gatcctggta
cctegtcaas
agaatggcas
cgtcatcaaa
gacgaaatac
gceaggaacac
cctggaatge
ggataaantg
tctoaketgt
catcgggett
cocatttata
acgttitecccyg
gttetattgt
cccgtagaan
ttgcaaacaa
actettttte
gtgtagecegt
ctgctaatce
gactcangac
acacagccca
tgagaaageg
gtoggaacag
cectgtcgggt
cggagectat
cctttigete
geetttgagt
agcgaggaagy
tcacaccgea
agtatacact
accogotgac
gaccgtctee
gcagctgegy

cttgattagy
ttgacgttgg
aaccctatct
ttaasaantg
acaatttesag

PCTNS2004/006507

gtgacggtte
agtccacgtt
cggtctattc
agctgattta
gtgycacttt

tasatacatt ‘caaatitgta

caaatgaaac
tttetgtaat
teggtctgeg
aataaggtta
aagtttatgec
atcactcgea
gcgatcgetg
tgecagogea
tgttttceceg
cttgatggte
aacatcattg
cccatacaat
cccatataan
ttgaantatggy
teatgaccaa
agatcaaagy
aassaccacc
cgaaggtaac
agttaggcea
tgttaccagt
gatagctace
gottggager
ccacgettee
gagagcgcac
ttcgoecacet
ggaaaaacge
acatgttett
gagctgatac
cgpaagageq
tatatggtge
ccgetatege
gogeeetgac
gggagetgea
taaagctcoak

11/14

tgcaatttat
gaaggagaasa
attccgactc
tcaagtgaga
attkectttee
tcaaccaaac
ttaaaaggac
tcancaatat
gggatcgecag
guaagaggca
gcaacgctac
cgatagattg
tcagcatcea
ctcataacac
aatcccttan
atctitcttga
gctaccageg
tggecktcage
ccacttcang
guctgetgee

guataaggag: 1800 .

aacgacctac
cgaagggaga
gagggagett
ctgacttgag
cagcaacgceg
tcctgegtts
cgectegeoge
cctgatgegg
actctcagta
tacgtgacty
goucttgtct
tgtgtcagag
cagecgtggte

240
300
360
420
480

‘540

600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560 -

1620
1680
1740

1860
1930
19380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
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gtgasgegakc
asgcgttaat
ggtcactgat
acgagagagg
ttgtgagagt
tcaatgeoeay
tgcgatgeag
cguaacacgg
geagtegett
ccgecageet
catgccggeg
gucttgageg
getcecagoga
gagtigeatg
ccggaaggag
atgagtgage
cctgecgkge
tgggcgecag
cegectggee
astcctgttt
atceccactac
cgcccagege
geatttgeat
tcggetgaat
agacagaact
gctocacgeoe
ggtcagagac
catectggte
tgtgcaccgc
tggcaccong
gggccagact
ccacgeggtt
tcgoagaaac
catactetge
cttecgageg
tctegacget
ecegetgagea
ceggecacogg
cgegccegat
gegeecggtga

tcacagatgt
gtctggette
gectéogtgt
atgctcacga
aaacaactgy
egcttogtta
atccggaaca
amaccgaaga
cacgtteget
ageegugtce
ataatggeet
sggycgtgca
aagcggtect
ataaagaaga
ctgactgggt
taacttacat
cagctgeatt
ggtggttttt
ctgagagagt
gatggtgott
cgagatatcc
catctgatcg
ggtttgttga
ttgattgega
taatgggeccc
cagtcgegta
atcaagaaat
atccagegga
cgectttacag
ttgateggeg
guaggtggca
gggaatgtan
gtogctggec
gacatcgtat
ctatecatgcc
cteccttbatg
cecgeogecge
ggcctgeeac
cttecececcate
tgccggecac

ctgectgtte
tgataaagcg
anggoggatt
tacgggttac
cggtatggat
atacagatgt
taatggtgea
ccattcatgt
cgegtategy
tcaacgacag
gcttetegeo
agattccgaa
cgeccgaasat
cagtcatang
tgaaggctet
taattgegtt
aatgaatcgg
cttttcacca
tgcagcaage
aacggcguga
gcaccaacge
ttggcaacca
aaaccggaca
gtgagatatt
gctaacageg
cegtotteoat
aacgccggan
tagttaatga
gcttegacge
cgagatctctaa
acgccaatca
tteageteey
tggttcacca
aacgttactg
ataccgogaa
cgactcctge
aaggeatggt
catacccacg
ggtgatgteg
gatgoegteeg

atcegegtee
ggccatgtta
tctgtteatyg
tgatgatgas
fcgucygoac
aggtgttecea
gggcgctgac
tgttgecteag
tgatteattc
gagcacgatc
gagacgtttyg
taccgeaage
gacccagage
tgceggegacyg
casgggcate
gogcteacty
ccaacgcegey
gtgagacggg
gatccacgect
tataacatga
geagocccgga
gcategeagt
tggcactcca
tatgccagece
cgaktttgctg
gygaganaat
cattagtgca
tcagcececact
cgettegtte
tocgeegegac
gecaacgactyg
ccatcgecge
cgcgugaaac
gtttcacatt
aggtttegeg
attaggaage
geatgcaagy
ccgAAACARg
gegatatagg
gcgtagagga

12/14

agctegtiga
agggcggttt
ggggtaatga
catgeccggt
cagagaanas
cagggtagec
ttccgegett
gtcgeagacy
tgctaaccag
atgegeacee
gtggcgggac
gacagyccgs
gctgocggea
atagtcatge
ggtcgagatc
ccegetttec
gggagaggcy
caacagetga
gutttgecce
gotgtottey
ctcggtaatg
gggaacgaty
gtegecttee
agccagacgc
gtgacccaat
aatactgttg
pggcagcttce
gacgegtetge
taccategac
aattbtgegac
tttgeeegee
ttccactttt
gatctgataa
caccaccctg
ccattegatg
ageceagtayg
agatggecgece
cgeteatgay
cgeccageaac
tcgagatctc

PCT/US2004/006307

gttetctccag
tttectgttt
Eaccgatgaa
tactggaacg
teactcagyg
agcageatce
ccagacttta
ttttgoagea
taaggcaacc
gtggggeege
cagtgacgaa
teategtcge
cctgtectac
cccgegooca
ccggtgocta
agtcgggana
gtttgogtat
tegeecttea
agcaggcgaa
gtategtcgt
gegegeatty
cccteattea
cgﬁtcegchn
agacgcegecy
gegaccagat
atgggtgtet
acagcaatgg
gcgagaagat
accaccacge
ggcgegtgca
agttgttgty
tcccgogttt
gagacaccgg
aattgactct
gtgtcecggga
taggttgagy
caacagtcce
ccogaagtgy
cgcacctgtyg
gatccegaga

1640
2700
2760
2820
2890
2940
3000
3060
3120
3180
3240

3300

3360
3d4ao0
3480
as40
3600
3660
3730
3780
3840
3300
31960
4030
4080
4140
4300
4360
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4804
4860
4920
4580
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sattaatacg
ccttaaggag
tggcaatgaa
aatcagatta
aggtcctate
gccgagacan
geggaatgge
acaagattat
atatcatatt
ccagetatga
taaagaaage
agtggaggat
gcatactcaa
agatctatce
caaagtttga
ggctgettea
tggagtecagt
tcttggtact
asssaccgga
tcagtctaan
gugmactctg
agaacctgga
gttertcaac
cggaactcat
ggaaggtaca
gageaacctt
ctggtggeee
cgtoggectyg
cgccggccay
togocgcagt
gatcacagte
cguectggtt
ctaccagceg
getgecaktty
gectgttcecy
cctgecgatg
ggcgucagcy
cgcegegetg
gctgacgatc
gatceggety

actcactata
gatataacat
atttattgac
ctctggoenag
tatcgaccaa
Egegecgega
cgtaactatt
tagtttcasa
tttccagege
agggtacttt
ggacgageta
ataataccag
actttgtcct
aataaaaang
teacctgect

_sgucctggge

gctgagguca
catgtcteat
tgtgectgectt
ggacaaacce
ggtcagagac
ggcagattct
accacataso
cacatgectte
gaaatcattt
gacaagagat
gegatgoggag
caggtotggy
ttgegetogg
ccggtggect
agectggocy
cgecgeoace
gcggcgagec
cegatcgacy
aacagccectyg
tgugcgecga
aaggtgcagc
geggtegegy
catitggtace
ctaacaasgc

gugyaattgt
atggctgcty
aatacgecttt
cttgegagea
gggaatcegte
accattttoa
tectgtcanat
gagatgaatc
agegtgcogy
cttgeatgeg
ggcgatcgea
gaataaatana
cgtgaagaat
agagaggacc
goaaggantg
tacactgtogg
ttegctgeea

ggcatcctag-

tatgacacca
aaggtcatea
teteccageat
gtttgeaaga
gtgtcectgga
cagaantatt
gaagttcecac
ttctacctect
gagttgutat
ucagcgecge
cgetgygccga
tcectogaage
acgagegetyg
tgetcegtgy
tagaggaage
tgetggtect
gectggacct
gogtgccgea
tgetagcgat
acgaacgucyg
cctgagtgge
ccgaaaggaa

gageggatan
aaccagtaga
actttatage
sactatcggt
cactattcga
ttatatctat
gtgaanagat
cgecggataa
ggcacgataa
ageaaggascsg
gocattatget
antccatgoy
tectgagact
geagacgeet
gogucteacta
ttgacgaaaa
gaccagagca
agggaatcty
tcttccagat
ttgteceagge
ccttggeagt
tocacgagga
gagaccgcac
cttgetgotg
aggctaaagce
ttcectggean
ggegatttot
cgagcaggcc
gcaguggecay
cttgagcgag
ggtgeceggag
cgaggcaggcg
ggccgagety
cygeakgggc
ggcgatggat
coageogeetg
cecagggccay
gatgeceggtt
gaactcgage
getgagtign

13/14

caatteccet
agacaattge
tgaagatgat
cattegtaat
ggacatgaca
gtacaaggat
atccacgetyg
tatcaaggac
caagatgcea
cgatectettk
cactgtccan
ccatcatcat
gtgtannasas
ggctcteate
tgacategtyg
gaatctecaca
caagtcctet
cggaactgoey
attcaacaac
ctgeagaggt
catctcttea
gaagguacttc
aaggugctcc
ccacctaatg
ccagatgeceoc
ttgactcgag
gagttgaage
cgoggectgy
goegetgetagy
gagccgetgy
togeatgecg
aaggcgeget
geegaceate
gacgacggce
acccagggga
acectgecge
tecaagetgy
cgegecttee
accaccacca
ctgbtgccac

PCT/US2004/006507

ctagaccacea
atcaactttg
gasaacctay
ttasatgace
gacagtguct
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OLARTE GARCIA CARLOS REINALDO
Apoderado(a) y/o Representante de
BEMITHKLINE BEECHAM CORPORATION

REFERENCIA Radicaciémn No. 5 87348
Solicitud internacional US2004/006507
Fecha iniclo fase naciomal 04/10/2005

Trimite 11

Evento 379

Actuaclén 430 Q
oficlio No. =" ) A q7

Como resultadoc del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisifn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cocperaciénm en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
fnica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. 8i fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccibm de los anexos del
reporte de examen preliminar internacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. La solicitud no contiene 1la copla del documento en que consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decigidn 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificaciGn del presente oficlo, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En casc de no dar cumplimiente al presemte requerimiento, la sclicitud se
considerari abandonada y perderi su prelaciém.

Notifiguese el presente oficio conforme a lo dispuesto em el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto itulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA ES DE VERGEL
Jefe de la divisién de Nuevas Creaciones

El anterior- ﬂﬂﬁm‘m fue notificadoc por fijacién en 1lista de
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