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Descrizione
L’invenzione riguarda un ceppo batterico ospite, in particolare E. coli. L’invenzione riguarda anche un metodo
per produrre una proteina di interesse in tale cellula.
Retroscena dell’invenzione
Le cellule batteriche, come E. coli, sono comunemente utilizzate per produrre proteine ricombinanti. Vi sono
numerosi vantaggi nell’utilizzare cellule batteriche, quali E. coli, per produrre proteine ricombinanti in
particolare data la natura versatile delle cellule batteriche come cellule ospiti che permettono ’inserzione di geni
mediante plasmidi. E. coli ¢ stato utilizzato per produrre molte proteine ricombinanti inclusa I’insulina.
Nonostante i numerosi vantaggi nell’uso delle cellule batteriche per produrre proteine ricombinanti, vi sono
ancora importanti limitazioni che includono la difficolta nel produrre proteine sensibili alle proteasi. Le proteasi
giocano un ruolo importante nel degradare proteine vecchie, danneggiate o mal ripiegate nel periplasma e nel
citoplasma di
E. coli . Le proteasi batteriche agiscono in modo da degradare le proteine ricombinanti di interesse, riducendo in
modo significativo, quindi, la resa di proteina attiva.
Sono state identificate numerose proteasi. In E. coli sono state identificate prtoteasi che includono la proteasi I11
(ptr), DegP, OmpT, Tsp, prlC, ptrA, ptrB, pepA-T, tsh, espc, eatA, clpP e lon.
Tsp (anche nota come Prc) € una proteasi periplasmica da 60kDa. Il primo substrato noto della Tsp ¢ stata la
proteina legante la pennicillina 3 (PBP3) (Determination of the cleavage site involved in C-terminal processing
of penicillin-binding protein 3 of Escherichia coli; Nagasawa H, Sakagami Y, Suzuki A, Suzuki H, Hara H,
Hirota Y. J Bacteriol. 1989 Nov;171(11):5890-3 ¢ Cloning, mapping and characterization of the Escherichia coli
Tsp gene which is involved in C-terminal processing of penicillin-binding protein 3; Hara H, Yamamoto Y,
Higashitani A, Suzuki H, Nishimura Y. J Bacteriol. 1991 Aug;173 (15):4799-813) ma ¢ stato successivamente
scoperto che la Tsc ¢ anche in grado di tagliare proteine della coda fagica, ed ¢ stata quindi rinominata come
proteasi coda specifica “Tail Specific Protease” (Tsp) (Silber et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 295-299

(1992)). Silber et al. (Deletion of the prc(tsp) gene provides evidence for additional tail-specific proteolytic
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activity in Escherichia coli K-12; Silber, K.R., Sauer, R.T.; Mol Gen Genet 1994 242:237-240) descrive una un
ceppo di delezione prc (KS1000) in cui la mutazione ¢ stata creata rimpiazzando un segmento del gene prc con
un frammento comprendente un marcatore Kan" .

La riduzione dell’attivita della Tsp (prc) ¢ desiderabile al fine di ridurre la proteilisi di proteine di interesse.
Tuttavia, ¢ stato trovato che cellule prive della proteasi prc mostrano una crescita termoselettiva a bassa
osmolarita. Hara et al hanno isolato revertanti termoresistenti contenenti mutazioni soppressore extrageniche
(spr) (Hara et al., Microbial Drug Resistance, 2: 63-72 (1996)). Spr ¢ una proteasi periplastica legata alla
membrana da 18kDa e i substrati di spr sono Tsp peptidoglicani nella membrana esterna coinvolti nell’idrolisi
della parete cellulare durante la divisione cellulare. Il gene spr ¢ designato come UniProtKB/Swiss-Prot POAFV4
(SPR_ECOLI).

Ceppi con deficienza proteasica migliorati comprendenti un gene mutante spr sono stati descritti. Chen et al
descrive la costruzione di ceppi di E. coli che portano diverse combinazioni di mutazioni in prc (Tsp) e in
un’altra proteasi, DegP, create amplificando le regioni a monte ¢ a valle del gene ¢ legandole insieme in un
vettore comprendente marcatori di selezione e una mutazione sprW174R (High-level accumulation of a
recombinant antibody fragment in the periplasm of Escherichia coli requires a triple-mutant (ADegP Aprc
sprW174R) host strain (Chen C, Snedecor B, Nishihara JC, Joly JC, McFarland N, Andersen DC, Battersby JE,
Champion KM. Biotechnol Bioeng. 2004 Mar 5;85(5):463-74). La combinazione delle mutazioni ADegP, Aprc e
sprW174R ¢ stata trovata fornire i maggiori livelli di catena leggera di anticorpo, di catena pesante di anticorpo e
F(ab")2-LZ. EP1341899 rivela un ceppo di E. coli deficiente nei DegP e prc cromosomici codificanti le proteasi
DegP e Prc, rispettivamente, e porta un gene spr mutante che codifica una proteina che sopprime i fenotipi di
crescita mostrati dai ceppi con mutanti prc.

Sono stati descritti altri ceppi proteasi-deficienti migliorati contenenti mutazioni sia in Tsp che in spr
in WO2011/086136, e in WO 2012/013930.

I ceppi rivelati in W0O02/48376 sono lac e non possono crescere in colture in cui sono impiegati timidina,

fucosio o maltosio come fonte di carbonio. Questo pud essere un grave svantaggio per ceppi da utilizzare su
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scala commerciale. Vi possono essere altri svantaggi associati ai ceppi, ad esempio la mancanza di produzione di
fosfatasi alcalina. Quest’ultima ¢ una proteina periplasmica coinvolta nell’utilizzazione di fossfato dal mezzo di
coltura.

Certe proteine mostrano attivita peptidil-prolil isomerasica e/o isomerasica e/o di chaperone ed ¢ stato trovato
che forniscono proprieta vantaggiose quando impiegate in linee cellulari utilizzate per 1’espressione di proteine.
La presente invenzione fornisce nuovi ceppi batterici che hanno mutazioni sia Tsp che spr ¢ almeno un gene
codificante una proteina o proteine in grado di facilitare il ripiegamento proteico che forniscono mezzi
vantaggiosi per produrre proteine ricombinanti.

Sommario dell’invenzione

E qui descritta una cellula batterica gram-negativa ricombinante comprendente:

a. un gene spr mutato codificante una proteina avente una mutazione in uno o pit degli amminoacidi selezionati
tra D133, H145, H157, N31, R62, 170, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, V135, L136, G140, R144
and G147 and

b. un gene o geni in grado di esprimere o sovra esprimere una o piu proteine in grado di facilitare il ripiegamento
proteico, come FkpA, Skp, SurA, PPiA and PPiD

in cui la cellula ha una attivita ridotta della proteina Tsp paragonata ad una cellula selvatica.

E’ inoltre rivelata una cellula gram-negativa ricombinante codificante:

a. un gene spr mutato codificante una proteina avente una mutazione in uno o piu degli amminoacidi selezionati
tra D133, H145, H157, N31, R62, 170, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, V135, L136, G140, R144
and G147,

b. un gene o geni in grado di esprimere o sovra esprimere una o piu proteine in grado di facilitare il ripiegamento
proteico, come FkpA, Skp, SurA, PPiA and PPiD,

c. un gene in grado di esprimere una proteina di interesse, ad esempio un anticorpo o un suo frammento legante
in cui la cellula ha una attivita ridotta della proteina Tsp paragonata ad una cellula selvatica e il resto del DNA

genomico € isogenico rispetto alla cellula di tipo selvatico da cui ¢ stata derivata la cellula ricombinante.
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Secondo un aspetto, il genoma cellulare ¢ isogenico rispetto ad una cellula batterica di tipo selvatico eccetto per
il gene spr mutato, la modifica essendo richiesta per ridurre 1’attivita della proteina Tsp rispetto ad una cellula di
tipo selvatico ed il gene o I geni esprimendo una proteina in grado di facilitare il ripiegamento proteico.

E’ inoltre qui rivelata una cellula batterica ricombinante gram-negativa avente un’attivita ridotta della proteina
Tsp rispetto ad una cellula selvatica e comprendente un gene spr mutante codificante una proteina spr, in cui il
genoma cellulare € isogenico rispetto ad una cellula batterica selvatica esclusa la modifica necessaria a ridurre
10attivita della proteina Tsp rispetto alla cellula selvatica, il gene spr mutato e il gene o i geni introdotti per
esprimere una proteina in grado di facilitare il ripiegamento proteico.

Le cellule qui rivelate mostrano fenotipi vantaggiosi di crescita e di produzione proteica.

E ulteriormente qui rivelato um metodo per produrre una proteina di interesse comprendente I’esprimere la
proteina di interesse in una cellula batterica gram-negativa come sopra definite.

Breve descrizione delle figure

Figura 1

mostra i risultati di fermentazioni su scala 5L effettuate con varie combinazioni di cellule ospite e "chaperone".
W3110 ¢ un ceppo selvatico di E coli . le varie combinazioni erano: selvatico senza chaperone; selvatico con
FkpA e Skp; MXE016 mutante spr e A Tsp come pubblicato in WO2011/086136; MXE016 e FkpA; MXEO016 ¢
Skp; MXEO016 e FkpA e Skp; MXEQ017 rivelato in WO2011/086136; MXEO017 e FkpA e Skp

Figura 2

mostra i risultati di esperimenti di velocita di alimentazione a velocita di alimentazione post induzione 5.4, 6.0 e
7.0g/h, per MXEO16 la maggior parte del Fab' aggiuntivo fatto a velocita di alimentazione maggiori era perso
nel sovranatante.

Figure 3A,B

Mostra la vitalita cellulare (3A) e i titoli di Fab' (3B) per MXEO016 +/- FkpA.

Figura 4

Mostra i dati primari di recupero per una produzione pilota su scala 20L.
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Figura 5

Mostra il recupero primario su SDS-PAGE colorato in condizioni non riducenti di una produzione pilota su scala
20L. Oltre alle bande correlate a FkpA il profilo proteico appare molto simile tra i due ceppi.

Figura 6

Mostra un His-tag western in condizioni non riducenti per un procedimento su scala pilota da 20L. La FkpA a
lunghezza intera rivelata corrisponde alla banda da ~30kDa e non ¢ stato rivelato segnale nelle sole MXEQ016
come atteso.

Figura 7A-C

Mostra varie mutazioni in vari geni.

Figura 7D

Mostra una rappresentazione diagrammatica della creazione di un vettore comprendente una sequenza
polinucleotidica codificante una catena leggera di un anticorpo (LC), una catena pesante di un anticorpo (HC),
una sequenza polinucleotidica FkpA e/o un polinucleotide Skp

Figura 8

Mostra varie sequenze polinucleotidiche ¢ amminoacidiche.

Breve descrizione delle sequenze

SEQ ID NO:1 ¢ la sequenza di DNA del gene Tsp selvatico inclusi i sei nucleotidi ATGAAC a monte del
codone d’inizio.

SEQ ID NO:2 ¢ la sequenza amminoacidica della proteina Tsp selvatica.

SEQ ID NO:3 ¢ la sequenza di DNA di un gene knockout Tsp mutato inclusi i sei nucleotidi ATGAAT a monte
del codone d’inizio.

SEQ ID NO:4 ¢ la sequenza di DNA del gene selvatico della Proteasi III.

SEQ ID NO:5 ¢ la sequenza amminoacidica della proteina Proteasi I1I selvatica.

SEQ ID NO:6 ¢ la sequenza di DNA di un gene knockout mutato della Proteasi I11.

SEQ ID NO:7 ¢ la sequenza di DNA del gene DegP selvatico.
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SEQ ID NO:8 ¢ la sequenza amminoacidica della proteina selvatica DegP.

SEQ ID NO:9 ¢ la sequenza di DNA di un gene DegP mutato.

SEQ ID NO:10 ¢ la sequenza amminoacidica di una proteina mutata DegP.

SEQ ID NO: 11 ¢ la sequenza del primer oligonucleotidico 5' per la regione del gene mutato DegP comprendente
il sito di restrizione Ase 1.

SEQ ID NO: 12 ¢ la sequenza del primer oligonucleotidico 3' per la regione del gene mutato DegP comprendente
il sito di restrizione Ase 1.

SEQ ID NO: 13 ¢ la sequenza del primer oligonucleotidico 5' per la regione del gene mutato DegP comprendente
il sito di restrizione Ase L.

SEQ ID NO: 14 ¢ la sequenza del primer oligonucleotidico 3' per la regione del gene mutato Proteasi III
comprendente il sito di restrizione Ase I.

SEQ ID NO: 15 ¢ la sequenza del primer oligonucleotidico 5' per la regione del gene mutato Proteasi III
comprendente il sito di restrizione Ase I.

SEQ ID NO: 16 ¢ la sequenza del primer oligonucleotidico 3' per la regione del gene mutato DegP comprendente
il sito di restrizione Ase 1.

SEQ ID NO: 17 ¢ la sequenza di DNA del gene selvatico spr.

SEQ ID NO: 18 ¢ la sequenza del gene selvatico spr inclusa la sequenza segnale che sono i primi 26 residui
amminoacidici.

SEQ ID NO: 19 ¢ la sequenza del gene spr non mutato senza sequenza segnale.

SEQ ID NO: 20 ¢ la sequenza nucleotidica di una sequenza mutata OmpT comprendente le mutazioni D210A e
H212A.

SEQ ID NO: 21 ¢ la sequenza amminoacidica di una sequenza OmpT mutata comprendente le mutazioni D210A
e H212A.

SEQ ID NO: 22 ¢ la sequenza nucleotidica di una sequenza knockout mutata OmpT.

SEQ ID NO: 23 mostra la sequenza di un adattatore oligonucleotidico OmpA.
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SEQ ID NO: 24 mostra la
I’espressione in E. coli di Fab.
SEQ ID NO: 25 mostra la
I’espressione in E. coli di Fab.
SEQ ID NO: 26 mostra la
I’espressione in E. coli di Fab.
SEQ ID NO: 27 mostra la

I’espressione in E. coli di Fab.

cassetta

cassetta

cassetta

cassetta

oligonucleotidica

oligonucleotidica

oligonucleotidica

oligonucleotidica

codificante

codificante

codificante

codificante

SEQ ID NO: 28 ¢ la sequenza di DNA del gene selvatico FkpA.

SEQ ID NO: 29 ¢ la sequenza proteica del gene selvatico FkpA.

SEQ ID NO: 30 ¢ la sequenza di DNA del gene FkpA con his tag.

SEQ ID NO: 31 ¢ la sequenza proteica del gene FkpA con his tag.

SEQ ID NO: 32 ¢ la sequenza di DNA del gene selvatico skp.

SEQ ID NO: 33 ¢ la sequenza proteica del gene selvatico skp.

SEQ ID NO: 34 ¢ la sequenza di DNA del gene skp con his tag.

SEQ ID NO: 35 ¢ la sequenza proteica del gene skp con his tag.

la

la

la

la

sequenza

sequenza

sequenza

sequenza

intergenica 1 (IGS1) per

intergenica 2 (IGS2) per

intergenica 3 (IGS3) per

intergenica 4 (IGS4) per

SEQ ID NO: 36 - 74 mostrano varie sequenze amminoacidiche e di DNA per anticorpi FcRn o loro frammenti,

che sono idonee all’espressione della linea cellulare della presente invenzione. In particolare, SEQ ID NO: 50 ¢

la sequenza amminoacidica della regione variabile della catena leggera di una catena leggera di anticorpo anti-

FcRn 1519gH20 ¢ SEQ ID NO:58 ¢ la sequenza amminoacidica della regione variabile della catena pesante di

una catena pesante di anticorpo anti-FcRn 1519gH?20.

Descrizione dettagliata delle forme di realizzazione preferite dell’invenzione

I presenti inventori hanno fornito cellule batteriche ricombinanti

all’espressione di una proteina ricombinante di interesse.

gram-negative migliorate, idonee
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In una forma di realizzazione la proteina ¢ un anticorpo o un suo frammento legante, in particolare un anticorpo
terapeutico.

In particolare, gli inventori hanno fornito cellule batteriche ricombinanti gram-negative migliorate idonee
all’espressione di una proteina ricombinante di interesse incorporando un gene o piu geni, codificanti una
proteina che facilita il ripiegamento proteico, in cellule batteriche gram-negative aventi un gene Tsp mutato e un
gene spr mutato

In una forma di realizzazione il gene o i geni, codificanti la proteina per facilitare il ripiegamento proteico, sono
integrati nel genoma cellulare, ad esempio a fornire una linea cellulare stabile. In una forma di realizzazione una
proteina ricombinante da esprimere (come una proteina terapeutica) ¢ trasfettata in una linea cellulare stabile a
dare I’espressione della proteina ricombinante desiderata.

In una forma di realizzazione il gene o i geni, codificanti la proteina per facilitare il ripiegamento proteico, sono
forniti in uno o piu plamsidi, ad esempio i plasmidi sono trasfettati in modo transiente in una cellula a dare una
linea cellulare della presente descrizione.

In una forma di realizzazione il gene o i geni, codificanti la proteina per facilitare il ripiegamento proteico, sono
forniti in un plasmide contenente anche la sequenza codificante per una proteina ricombinante di interesse.

In una forma di realizzazione il gene o i geni, codificanti la proteina per facilitare il ripiegamento proteico, sono
forniti in un plasmide che non contiene la sequenza codificante per una proteina ricombinante di interesse.

In una forma di realizzazione 1’invenzione fornisce nuovi ceppi con un fenotipo di crescita cellulare migliorato
rispetto alle cellule batteriche selvatiche e cellule che hanno solamente un gene Tsp mutato o un gene Tsp e un
gene spr mutati.

Le cellule della presente invenzione hanno numerosi vantaggi. Gli inventori hanno sorprendentemente trovato
che cellule secondo la presente descrizione possono mostrare una vitalita cellulare aumentata rispetto alla cellula
selvatica o ad una cellula che comprende un gene Tsp ¢ un gene spr mutati.

La vitalita cellulare ¢ di particolare importanza in termini pratici perché cellule che non sono vitali tendono a

lisarsi e creare frammenti di DNA nella coltura. Questi frammenti di DNA aumentano la difficolta, i costi ¢ le
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spese per purificare la proteina desiderata. Quindi, minimizzare i frammenti di DNA da cellule non-vitali lisate ¢
una questione importante nel produrre in modo efficiente proteine ricombinanti, vedere ad esempio US
6,258,560.

La vitalita cellulare si pud misurare in qualsiasi tra varie tecniche di routine, ad esempio impiegando un
colorante fluorescente ed analisi FACS o simili.

Specificamente, le cellule secondo I’espressione, mostrano generalmente un fenotipo di lisi cellulare ridotta
rispetto a cellule con un gene Tsp e un gene spr mutati.

Inoltre, i nuovi ceppi possono ridurre la perdita di proteine dalle cellule e permettere un accumulo periplasmico
prolungato rispetto a cellule con un gene Tsp e un gene spr mutati. Questo ¢ particolarmente importante perché,
ad esempio, quando i livelli totali di espressione della proteina di interesse sono simili, ma ¢ accumulata piu
proteina nel periplasma o ne ¢ accumulata meno nel sovranatante dato che il ceppo perde meno proteina, allora le
cellule con queste proprieta di perdere meno proteina saranno generalmente piu idonee alla produzione in larga
scala perché facilitano il recupero della proteina.

Inoltre, le cellule secondo la presente descrizione possono mostrare una maggiore resa di proteina di interesse
rispetto a cellule batteriche selvatiche o a cellule che comprendono un gene Tsp e uno spr mutati in assenza di un
gene o geni che codificano una proteina come FkpA. La resa proteica migliorata puo essere la resa di proteina
periplasmica e/o la resa di proteina nel sovranatante. In una forma di realizzazione le cellule della presente
invenzione mostrano una resa di proteina periplasmica paragonate ad una cellula che ha un gene Tsp e un gene
spr mutati a causa della riduzione di perdita dalla cellula.

Le cellule batteriche ricombinanti possono essere in grado di avere una maggiore velocita di produzione di una
produzione di interesse e, quindi, la stessa quantita di proteina di interesse pud essere prodotta in un tempo
minore rispetto ad una cellula batterica selvatica o a una cellula con un gene Tsp e un gene spr mutati. La
velocita di produzione maggiore di una proteina di interesse pud essere particolarmente significativa nel periodo
di crescita cellulare iniziale, ad esempio nelle prime 5, 10, 20 o 30 ore successive all’induzione dell’espressione

proteica.
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Le cellule secondo la presente invenzione preferibilmente mostrano una resa massima nel periplasma e/o nel
terreno di circa 1.0g/L, 1.5g/L, 1.8g/L, 2.0g/L, 2.4g/L, 2.5g/L, 3.0g/L, 3.5g/L o 4.0g/L di una proteina di
interesse.

Inoltre, I’espressione di una proteina o di proteine che facilitano il ripiegamento, ottimizza ulteriormente
I’espressione aumentando la proteina fornita con un ripiegamento idoneo. L’esperto del settore sa bene che un
ripiegamento idoneo ¢ necessario alla funzione biologica e quindi isolare proteine con il ripiegamento desiderato
¢ di vitale importanza. Questo ¢ particolarmente importante quando la proteina ¢ espressa in cellule gram-
negative perché la proteina espressa non sara una proteina naturale per la cellula e quindi la cellula potrebbe non
essere in grado di esprimere automaticamente la proteina con il ripiegamento giusto. Un ripiegamento errato si
pud manifestare come una aggregazione o altre impurita. L’isolamento della proteina desiderata puo richiedere
ampie purificazioni che hanno implicazione di costo e possono anche risultare in una bassa resa di proteina
desiderata. Massimizzare la quantitd di proteina correttamente ripiegata espressa minimizza la quantitd di
purificazione necessaria ¢ puo ottimizzare la resa utilizzabile ed ¢ quindi vantaggioso.

Vantaggi associati con 1’espressione di una proteina che facilita il ripiegamento includono uno o piu dei
seguenti: titolo piu elevato (ad esempio aumentato a circa 1.05g/L rispetto al selvatico 0.5g/L); maggiore
raccolta di vitalita (ad esempio >95%); titolo aumentato con maggiore velocita di alimentazione (migliori
prospettive per lo sviluppo del procedimento); titolo maggiore a scale di produzione commerciali come scale da
20L e maggiore vitalita alla raccolta; e chiarificazione dell’estratto piu facile, in particolare ad una scala da 20L.
Le cellule fornite dalla presente invenzione hanno una ridotta attivita proteasica di Tsp rispetto a una cellula
selvatica, che puo ridurre la proteolisi di una proteina di interesse, in particolare di proteine di interesse che sono
proteoliticamente sensibili a Tsp. Pertanto, le cellule fornite dalla presente invenzione possono fornire una
maggiore resa di proteine intatte, preferibilmente della proteina di interesse e una resa inferiore, o
preferibilmente nessun frammento proteolitico di proteine, preferibilmente della proteina di interesse, rispetto a
una cellula batterica selvatica.

Sono qui descritte cellule che portano solo le minime mutazioni al genoma necessarie per introdurre le modifiche
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secondo la presente descrizione. La cellula batterica puo differire da una cellula batterica selvatica solo per una o
piu mutazioni nel gene spr e per la modifica necessaria per ridurre l'attivita della proteina Tsp rispetto a una
cellula selvatica perché per esempio il gene o geni codificanti la proteina per facilitare il ripiegamento proteico
puo essere introdotto in modo transiente nella cellula, ad esempio in un plasmide. Le cellule qui descritte non
hanno altre mutazioni che possono avere effetti deleteri sulla capacita della cellula di crescere e/o di esprimere
una proteina di interesse.

Di conseguenza, una o piu delle cellule ospiti ricombinanti qui divulgate pud mostrare una migliore espressione
proteica e/o caratteristiche di crescita migliorate rispetto a cellule comprendenti ulteriori mutazioni
geneticamente ingegnerizzate nella sequenza genomica. Le cellule qui divulgate sono anche piu adatte per l'uso
per produrre proteine terapeutiche rispetto a cellule comprendenti ulteriori interruzioni del genoma cellulare.

La persona esperta sarebbe facilmente in grado di testare un clone di cellule candidate per vedere se ha la resa
desiderata di una proteina di interesse usando metodi ben noti nell'arte, incluso un metodo di fermentazione,
ELISA e proteina G HPLC. I metodi di fermentazione adatti sono descritti in Humphreys D P, et al. (1997).
Formation of dimeric Fabs in E. coli: effect of hinge size and isotype, presence of interchain disulphide bond,
Fab' expression levels, tail piece sequences and growth conditions. J. IMMUNOL. METH. 209: 193-
202; Backlund E. Reeks D. Markland K. Weir N. Bowering L. Larsson G. Fedbatch design for periplasmic
product retention in Escherichia coli, Journal Article. Research Support, Non-U.S. Gov't Journal of
Biotechnology. 135(4):358-65, 2008 Jul 31; Champion KM. Nishihara JC. Joly JC. Arnott D. Similarity of the
Escherichia coli proteome upon completion of different biopharmaceutical fermentation processes. [Journal
Article] Proteomics. 1(9):1133-48, 2001 Sep; andHorn U. Strittmatter W. Krebber A. Knupfer U. Kujau M.
Wenderoth R. Muller K. Matzku S. Pluckthun A. Riesenberg D. High volumetric yields of functional dimeric
miniantibodies in Escherichia coli, using an optimized expression vector and high-cell-density fermentation
under non-limited growth conditions, Journal Article. Research Support, Non-U.S. Gov't Applied Microbiology
& Biotechnology. 46(5-6):524-32, 1996 Dec. The skilled person would also easily be able to test secreted protein

to see if the protein is correctly folded using methods well known in the art, such as protein G HPLC, circular
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dichroism, NMR, X-Ray crystallography e epitope affinity measurement methods.

La presente invenzione sara ora descritta in maggior dettaglio.

I termini "proteina" e "polipeptide” sono usati in modo intercambiabile nel presente contesto, a meno che il
contesto non indichi diversamente. "Peptide" ¢ inteso riferirsi a 10 0 meno amminoacidi.

I termini "polinucleotide" includono un gene, DNA, cDNA, RNA, mRNA ecc. a meno che il contesto non
indichi diversamente.

"Attivita ridotta" come qui impiegata si riferisce a "livelli piu bassi di attivitd enzimatica, come l'attivita
enzimatica di Tsp in confronto alla corrispondente attivita enzimatica in un ceppo di tipo selvatico quando
misurati in condizioni comparabili in un saggio adatto. In una forma di realizzazione l'attivita ridotta ¢ del 50% o
meno, 40% o meno, 30% o meno, 20% o meno, 10% o meno o 5% o meno dell'attivita enzimatica di un
comparatore selvatico. In una forma di realizzazione I'analisi per determinare i livelli di attivita enzimatica ¢
eseguita concomitantemente quando i risultati devono essere impiegati in un confronto diretto.

Il confronto diretto come qui impiegato si riferisce al punto in cui il valore numerico di due o piu risultati ¢
confrontato allo scopo di valutare se vi ¢ un'attivita ridotta come qui definita o classificare i risultati di attivita
ottenuti da un saggio.

Come qui usato, il termine "comprendente" nel contesto della presente specifica dovrebbe essere interpretato
come "includente".

Cella selvatica come qui impiegato puod essere utilizzato in modo intercambiabile con cellula di controllo o
cellula non mutata.

La cellula di controllo o cellula non mutata nel contesto della presente invenzione indica una cellula dello stesso
tipo della cellula gram-negativa ricombinante dell'invenzione in cui la cellula non ¢ stata modificata per
realizzare la suddetta riduzione di attivita della proteina Tsp e per portare il gene mutante spr. Ad esempio, una
cellula non mutata puo essere una cellula selvatica e puo essere derivata dalla stessa popolazione di cellule ospiti
come le cellule dell'invenzione prima della modifica per introdurre qualsiasi mutazione.

Le espressioni "cellula", "linea cellulare", "coltura cellulare" e "ceppo" sono usate in modo intercambiabile.
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L'espressione "fenotipo di una cellula comprendente un gene Tsp mutato" nel contesto della presente invenzione
significa il fenotipo esibito da una cellula avente un gene mutante di Tsp. Tipicamente le cellule che
comprendono un gene mutante di Tsp possono lisarsi, specialmente ad alte densita cellulari. La lisi di queste
cellule causa la fuoriuscita di eventuali proteine ricombinanti nel sovranatante. Le cellule portatrici del gene Tsp
mutato possono anche mostrare una crescita termosensibile a bassa osmolarita. Ad esempio, le cellule non
mostrano alcun tasso di crescita ridotto o le cellule muoiono in mezzi ipotonici ad alta temperatura, ad esempio a
40 ° C o piu.

Il termine "isogenico" nel contesto della presente invenzione significa che il genoma della cellula della presente
invenzione ha sostanzialmente la stessa o la stessa sequenza genomica rispetto alla cellula selvatica da cui ¢
derivata la cellula eccetto per un gene spr mutato e la modifica richiesta per ridurre 'attivita della proteina Tsp
rispetto a una cellula selvatica. In questa forma di realizzazione il genoma della cellula non comprende ulteriori
mutazioni geneticamente modificate non presenti in natura. In una forma di realizzazione la cellula secondo la
presente invenzione puo avere sostanzialmente la stessa sequenza genomica rispetto alla cellula selvatica eccetto
per il gene spr mutato e la modifica richiesta per ridurre l'attivita della proteina Tsp rispetto a una cellula
selvatica tenendo in considerazione qualsiasi mutazione naturalmente presente in natura che possa verificarsi. In
una forma di realizzazione, la cellula secondo la presente invenzione pud avere esattamente la stessa sequenza
genomica rispetto alla cellula selvatica eccetto per il gene spr mutato e la modifica richiesta per ridurre l'attivita
della proteina Tsp rispetto a una cellula selvatica.

Il termine "selvatico" nel contesto della presente invenzione indica un ceppo di una cellula batterica gram-
negativa cosi come puod essere presente in natura o pud essere isolato dall'ambiente, che non porta mutazioni
geneticamente ingegnerizzate. Un esempio di ceppo selvatico di E. coli ¢ W3110, come il ceppo W3110 K-12.
Qualsiasi batterio gram-negativo adatto pud essere usato come cellula parentale per produrre la cellula
ricombinante della presente invenzione. Batteri gram-negativo adatti includono Salmonella typhimurium,
Pseudomonas fluorescens, Erwinia carotovora, Shigella, Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila,

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e E. coli. Preferibilmente la cellula parentale ¢ E. coli.
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Qualsiasi ceppo adatto di E. coli puo essere usato nella presente invenzione, ma preferibilmente ¢ usato un ceppo
selvatico W3110, come K-12 W3110.

Un inconveniente associato ai ceppi batterici proteasi deficienti precedentemente creati e utilizzati per esprimere
proteine ricombinanti € che essi comprendono ulteriori mutazioni di geni coinvolti nel metabolismo cellulare e
nella replicazione del DNA come, per esempio phoAd, fhud, lac, rec, gal, ara, arg, thi e pro in ceppi di E. coli.
Queste mutazioni possono avere molti effetti deleteri sulla cellula ospite, compresi gli effetti sulla crescita
cellulare, la stabilita, la resa di espressione della proteina ricombinante e la tossicita. I ceppi che presentano una
o piu di queste mutazioni genomiche, in particolare ceppi con un numero elevato di queste mutazioni, possono
presentare una perdita di fitness che riduce il tasso di crescita batterica a un livello che non ¢ adatto per la
produzione industriale di proteine. Inoltre, una qualsiasi delle suddette mutazioni genomiche pud influenzare
altri geni in cis e/o in trans in modi dannosi imprevedibili alterando cosi il fenotipo del ceppo, la fitness e il
profilo proteico. Inoltre, I'uso di cellule fortemente mutate non ¢ generalmente adatto per produrre proteine
ricombinanti per uso commerciale, in particolare terapeutiche, poiché tali ceppi hanno generalmente pathway
metabolici difettosi e quindi possono crescere male o per nulla in un terreno minimo o chimicamente definito.

In una forma di realizzazione una cellula secondo la presente invenzione ¢ isogenica ad una cellula batterica
selvatica ad eccezione del gene spr mutato ¢ della modifica richiesta per ridurre l'attivita della proteina Tsp
rispetto a una cellula selvatica. Sono fatte al genoma della cellula solo le mutazioni minimali per introdurre le
mutazioni. Le cellule non portano altre mutazioni che possono avere effetti deleteri sulla capacita della cellula di
crescite e/o di esprimere una proteina di interesse. Di conseguenza, una o piu delle cellule ospiti ricombinanti
della presente invenzione pud mostrare una migliore espressione proteica e/o caratteristiche di crescita migliorate
rispetto a cellule comprendenti ulteriori mutazioni geneticamente ingegnerizzate nella sequenza genomica. Le
cellule fornite dalla presente invenzione sono anche piu adatte per l'uso nella produzione di proteine terapeutiche
rispetto a cellule comprendenti ulteriori interruzioni del genoma cellulare.

In una forma di realizzazione preferita, la cellula ¢ isogenica a una cellula E. coli selvatica, come il ceppo

W3110, eccetto per il gene spr mutato e la modifica richiesta per ridurre l'attivita della proteina Tsp rispetto a

Jacopo de Benedetti
USBM-043R B



una cellula selvatica.

La cellula della presente invenzione puo inoltre differire da una cellula selvatica nel fatto di comprendere un
polinucleotide codificante per la proteina di interesse. La sequenza polinucleotidica codificante per la proteina di
interesse puod essere esogena o endogena. Il polinucleotide codificante per la proteina di interesse pud essere
contenuto in un vettore di espressione adatto trasformato nella cellula e/o integrato nel genoma della cellula
ospite. Nella forma di realizzazione in cui il polinucleotide codificante per la proteina di interesse € inserito nel
genoma dell'ospite, la cellula della presente invenzione differira da una cellula selvatica anche a causa della
sequenza polinucleotidica inserita codificante la proteina di interesse. Preferibilmente il polinucleotide si trova
nella cellula all’interno di un vettore di espressione, causando in tal modo un'interruzione minima del genoma
della cellula ospite.

La proteina spr ¢ una proteasi periplasmatica legata alla membrana E .coli.

La sequenza di amminoacidi selvatico della proteina spr ¢ mostrata in SEQ ID NO: 21 con la sequenza del
segnale all'N-terminale ¢ in SEQ ID NO: 22 senza la sequenza segnale di 26 amminoacidi (secondo il numero di
accesso UniProt POAFV4). La numerazione degli amminoacidi della sequenza della proteina spr nella presente
invenzione include la sequenza segnale. Di conseguenza, I'amminoacido 1 della proteina spr & il primo
amminoacido (Met) mostrato in SEQ ID NO: 21.

Il gene spr mutato ¢ il gene spr cromosomico della cellula

Il gene spr mutato codifica per una proteina spr capace di sopprimere il fenotipo di una cellula comprendente
inoltre un gene Tsp mutato. Cellule con un gene Tsp mutato possono avere un buon tasso di crescita cellulare,
ma una limitazione di queste cellule ¢ la loro tendenza a lisare, specialmente ad alte densita cellulari. Di
conseguenza il fenotipo di una cellula comprendente un gene Tsp mutato ¢ una tendenza a lisare, specialmente
ad alte densita cellulari. Le cellule con un gene Tsp mutato mostrano anche una crescita termosensibile a bassa
osmolarita. Tuttavia, le mutazioni di spr nelle cellule della presente invenzione, quando introdotte in una cellula
che ha un'attivita ridotta di Tsp, sopprimono il fenotipo Tsp ridotto e, pertanto, la cellula presenta una ridotta lisi,

in particolare ad un'alta densita cellulare. Il fenotipo di crescita di una cellula puo essere facilmente misurato da
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una persona esperta nell'arte durante tecniche di agitazione della beuta o di fermentazione ad alta densita
cellulare. La soppressione del fenotipo di lisi cellulare si pud vedere dal tasso di crescita migliorato e/o dalla
produzione di proteine ricombinanti, in particolare nel periplasma, mostrato da una cellula con un spr mutante e
con attivita Tsp ridotta rispetto a una cellula con del Tsp mutante e spr selvatico.

Le cellule secondo la presente invenzione comprendono un gene spr mutato codificante una proteina avente una
mutazione in uno o pit degli amminoacidi selezionati tra N31, R62, 170, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100,
L108, Y115, D133, V135, L136, G140, R144, H145, G147 e H157, preferibilmente una mutazione di uno o piu
degli amminoacidi selezionati tra C94, S95, V98, Y115, D133, V135, H145, G147 ¢ H157. In questa forma di
realizzazione, la proteina spr preferibilmente non ha ulteriori mutazioni.

La mutazione di uno o piu degli amminoacidi precedenti pud essere una qualsiasi mutazione missenso adatta a
uno, due o tre dei nucleotidi che codificano 'amminoacido. La mutazione modifica il residuo amminoacidico di
un qualsiasi amminoacido adatto che risulta in una proteina mutata in grado di sopprimere il fenotipo di una
cellula comprendente un gene Tsp mutato. La mutazione missenso pud cambiare I'amminoacido con uno che ha
una dimensione diversa e/o ha proprieta chimiche diverse rispetto all'amminoacido selvatico.

In una forma di realizzazione il gene mutante spr codifica una proteina spr avente una o pil mutazioni
selezionate tra C94A, S95F, VO8E, Y115F, D133A, V135D o G, H145A, G147C e HI57A.

In una forma di realizzazione la mutazione riguarda uno, due o tre della triade catalitica di residui amminoacidici
di C94, H145, e H157 (Solution NMR Structure of the NIpC/P60 Domain of Lipoprotein Spr from Escherichia
coli Structural Evidence for a Novel Cysteine Peptidase Catalytic Triad, Biochemistry, 2008, 47, 9715-9717).

Di conseguenza, il gene spr mutato puo comprendere: una mutazione in C94; o una mutazione in H145; o una
mutazione in H157; o una mutazione a C94 e H145; o una mutazione a C94 e H157; o una mutazione in H145 e
H157; o una mutazione in C94, H145 e H157.

In questa forma di realizzazione, la proteina spr preferibilmente non ha ulteriori mutazioni.

Uno, due o tre tra C94, H145 e H157 possono essere mutati in qualsiasi amminoacido adatto che porti ad una

proteina spr capace di sopprimere il fenotipo di una cellula comprendente un gene Tsp mutato. Ad esempio, uno,
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due o tre tra C94, H145, ¢ H157 possono essere mutati in un amminoacido piccolo come Gly o Ala. Di
conseguenza, la proteina spr puo avere una, due o tre delle mutazioni C94A, H145A e H157A. In una forma di
realizzazione, il gene spr comprende la mutazione missenso C94A, che ¢ stata trovata produrre una proteina spr
capace di sopprimere il fenotipo di una cellula comprendente un gene Tsp mutato. In un'altra forma di
realizzazione, il gene spr comprende la mutazione missenso H145A, che ¢ stata trovata produrre una proteina spr
capace di sopprimere il fenotipo di una cellula comprendente un gene Tsp mutato.

La designazione di una sostituzione mutante qui consiste in una lettera seguita da un numero seguito da una
lettera. La prima lettera indica l'aminoacido nella proteina selvatica. Il numero si riferisce alla posizione
dell'amminoacido in cui ¢ effettuata la sostituzione dell'amminoacido, e la seconda lettera designa l'amminoacido
usato per sostituire I'amminoacido selvatico.

In una forma di realizzazione la proteina mutante spr comprende una mutazione in uno o pit aminoacidi scelti
tra N31, R62, 170, Q73, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136, G140, R144 ¢ G147,
preferibilmente una mutazione in uno o pit amminoacidi scelti tra S95, V98, Y115, D133, V135 ¢ G147. In
questa forma di realizzazione, la proteina spr preferibilmente non ha ulteriori mutazioni. Di conseguenza, il gene
mut mutato pud comprendere: una mutazione in N31; o una mutazione in R62; o una mutazione in 170; o una
mutazione in Q73; o una mutazione in S95; o una mutazione in V98; o una mutazione in Q99; o una mutazione
in R100; o una mutazione in L108; o una mutazione in Y115; o una mutazione in D133; o una mutazione in
V135; 0 una mutazione in L136; o una mutazione in G140; o una mutazione in R144; o una mutazione in G147.
In una forma di realizzazione la proteina mutante spr comprende mutazioni multiple negli aminoacidi: S95 e
Y115; 0 N31, Q73, R100 e G140; o Q73, R100 e G140; o R100 ¢ G140; 0 Q73 ¢ G140; 0 Q73 ¢ R100; o R62,
Q99 e R144; 0 Q99 e R144.

Uno o piu degli amminoacidi N31, R62, 170, Q73, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136,
G140, R144 ¢ G147 possono essere mutati in qualsiasi amminoacido adatto che risulti in un
proteina spr capace di sopprimere il fenotipo di una cellula comprendente un gene Tsp mutato.

Ad esempio, uno o piu di N31, R62, 170, Q73, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136, G140 ¢
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R144  possono  essere mutati in un  amminoacido  piccolo come Gly o @ Ala
In una forma di realizzazione la proteina spr comprende una o piu delle seguenti mutazioni:
N31Y, R62C, I170T, Q73R, S95F, V98E, Q99P, RI100G, L108S, YI115F, DI133A, VI35D o
V135G, L136P, GI140C, R144C ¢ Gl47C. In wuna forma di realizzazione la proteina spr
comprende una o piu delle seguenti mutazioni: S95F, VO8E, Y115F, D133A, V135D o V135G e G147C. In
questa forma di realizzazione, la proteina spr preferibilmente non ha ulteriori mutazioni.
In una forma di realizzazione la proteina spr ha una mutazione selezionata tra N31Y, R62C, I70T, Q73R, S95F,
VI8E, Q99P, R100G, L108S, Y115F, D133A, V135D o V135G, L136P, G140C, R144C e G147C. In questa
forma di realizzazione, la proteina spr preferibilmente non ha ulteriori mutazioni.

In un'ulteriore forma di realizzazione la proteina spr ha piu mutazioni scelte tra: S95F e Y115F; N31Y, Q73R,
R100G e G140C; Q73R, R100G e G140C; R100G e G140C; Q73R e G140C; Q73R e R100G; R62C, Q99P e
R144C; 0 Q99P e R144C.

In una forma di realizzazione il gene spr mutato codifica per una proteina spr con una mutazione C94A.

In una forma di realizzazione il gene spr mutato codifica per una proteina spr con una mutazione V103E.

In una forma di realizzazione il gene spr mutato codifica per una proteina spr con una mutazione D133A.

In una forma di realizzazione il gene spr mutato codifica per una proteina spr con una mutazione V135D.

In una forma di realizzazione il gene spr mutato codifica per una proteina spr con una mutazione V135A.

In una forma di realizzazione il gene spr mutato codifica per una proteina spr con una mutazione H145A.

In una forma di realizzazione il gene spr mutato codifica per una proteina spr con una mutazione G147C.

In una forma di realizzazione il gene spr mutato codifica per una proteina spr con una mutazione H157A.

In una forma di realizzazione il gene spr mutato codifica per una proteina spr con una mutazione scelta tra
H145A, H157A e D133A.

In una forma di realizzazione della presente invenzione, puo essere apportata al gene spr qualsiasi mutazione o
mutazioni adatta che risulti in una proteina spr capace di sopprimere il fenotipo di una cellula comprendente un

gene Tsp mutato. Preferibilmente, la proteina spr puo avere una o piu delle seguenti mutazioni: N31Y, R62C,
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170T, Q73R, C94A, S95F, VI8E, Q99P, R100G, L108S, Y115F, D133A, V135D, V135G, L136P, G140C,
R144C, H145A , G147C, H157A e W174R. In una forma di realizzazione la proteina spr non comprende la
mutazione W174R. Preferibilmente, il gene spr comprende una o pitt mutazioni discusse sopra.

Le cellule secondo la presente invenzione hanno una attivita della proteina Tsp ridotta rispetto a una cellula
selvatica. L'espressione " attivita della proteina Tsp ridotta rispetto a una cellula selvatica" significa che l'attivita
Tsp della cellula ¢ ridotta rispetto all'attivita Tsp di una cellula selvatica. La cellula puo essere modificata con
qualsiasi mezzo adatto per ridurre l'attivita di Tsp.

In una forma di realizzazione l'attivita ridotta di Tsp deriva dalla modifica del polinucleotide endogeno
codificante Tsp e/o delle sequenze associate alla regolazione dell’espressione. La modifica puo ridurre o
interrompere la trascrizione e la trascrizione del gene Tsp o puo fornire una proteina Tsp espressa con attivita
proteasica ridotta rispetto alla proteina TsPC selvatica.
In una forma di realizzazione ¢ modificata una sequenza associata alla regolazione dell’espressione per ridurre
l'espressione di Tsp. Ad esempio, il promotore del gene Tsp pud essere mutato per prevenire l'espressione del
gene.

In una forma di realizzazione preferita le cellule secondo la presente invenzione portano un gene Tsp mutato che
codifica per una proteina Tsp avente attivita proteasica ridotta o un gene Tsp mutato knockout.

Preferibilmente ¢ mutato il gene Tsp cromosomico.

Come usato qui, "gene Tsp" significa un gene codificante una proteasi Tsp (nota anche come Prc) che ¢ una
proteasi periplasmatica in grado di agire sulle proteine della coda del fago e sulla proteina-3 legante la penicillina
(PBP3). La sequenza del gene Tsp selvatico ¢ mostrata in SEQ ID NO: 1 e la sequenza della proteina Tsp
selvatica ¢ mostrata in SEQ ID NO: 2.

Il riferimento al gene Tsp mutato o a un gene Tsp mutato che codifica per Tsp, si
riferisce a un gene Tsp mutato che codifica per una proteina Tsp con attivita proteasica ridotta o a un
gene Tsp mutato knockout, a meno che non sia indicato diversamente.

L'espressione "gene Tsp mutato che codifica per una proteina Tsp con attivita proteasica ridotta"
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nel contesto della presente invenzione significa che il gene Tsp mutato non ha l'attivita
proteasica completa rispetto al gene Tsp selvatico non mutato.
Preferibilmente, il gene Tsp mutato codifica per una proteina Tsp avente il 50% o meno, il 40% o meno, il 30%
0 meno, il 20% o meno, il 10% o meno o il 5% o meno dell'attivita proteasica di una proteina Tsp selvatica non
mutata. Piu preferibilmente, il gene Tsp mutato codifica per una proteina Tsp senza attivita proteasica. In questa
forma di realizzazione la cellula non ha una deficienza di Tsp cromosomico, cio¢ la sequenza del gene Tsp non ¢
stata cancellata o mutata per impedire Il'espressione di alcuna forma di proteina Tsp.
Qualsiasi mutazione adatta puod essere introdotta nel gene Tsp al fine di produrre una proteina avente attivita
proteasica ridotta. L'attivita proteasica di una proteina Tsp espressa da un batterio gram-negativo puod essere
facilmente testata da una persona esperta nella tecnica da qualsiasi metodo adatto nella tecnica, come il metodo
descritto in Keiler et al (Identification of Active Site Residues of the Tsp Protease* THE JOURNAL OF
BIOLOGICAL CHEMISTRY Vol. 270, No. 48, Issue of December 1, pp. 28864-28868, 1995 Kenneth C. Keiler
and Robert T. Sauer)

in cui ¢ stata testata l'attivita proteasica di Tsp.

E’ stato riportato in Keiler et al (supra) che Tsp ha un sito attivo comprendente residui S430, D441 ¢ K455 ¢
residui G375, G376, E433 e T452 sono importanti per il mantenimento della struttura di Tsp. Keiler et al (supra)
hanno riportato la scoperta che i geni Tsp mutati S430A, D441A, K455A, K455H, K455R, G375A, G376A,
E433A e T452A non presentavano alcuna attivita proteasica rilevabile. E stato inoltre riportato che il gene Tsp
mutato S430C mostrava circa 5-10% di attivita selvatica. Di conseguenza, la mutazione Tsp per produrre una
proteina con attivita proteasica ridotta pud comprendere una mutazione, come una mutazione missenso a uno o
piu dei residui S430, D441, K455, G375, G376, E433 e T452. Preferibilmente, la mutazione Tsp per produrre
una proteina avente attivita proteasica ridotta pud comprendere una mutazione, come una mutazione missenso in
uno, due o tutti e tre i residui del sito attivo S430, D441 e K455.

Di conseguenza, il gene Tsp mutato pud comprendere: una mutazione a S430; o una mutazione in D441; o una

mutazione in K455; o una mutazione in S430 ¢ D441; o una mutazione in S430 ¢ K455; o una mutazione in
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D441 e K455; o una mutazione in S430, D441 e K455.

Uno o piu di S430, D441, K455, G375, G376, E433 e T452 possono essere mutati in qualsiasi amminoacido
adatto che si traduca in una proteina con attivita proteasica ridotta. Esempi di mutazioni idonee sono S430A,
S430C, D441A, K455A, K455H, K455R, G375A, G376A, E433A e T452A. 1l gene Tsp mutato puod
comprendere una, due o tre mutazioni ai residui del sito attivo, ad esempio il gene pud comprendere: S430A o
S430C; e/o D441A; e/o K455A 0 K455H o0 K455R.

Preferibilmente, il gene Tsp ha la mutazione puntiforme S430A o S430C.

L'espressione "gene Tsp mutato knockout" nel contesto della presente invenzione significa che il gene
comprende una o pit mutazioni che impediscono 1'espressione della proteina Tsp codificata dal gene selvatico
per fornire una cellula deficiente nella proteina Tsp. Il gene knockout pud essere parzialmente o completamente
trascritto ma non tradotto nella proteina codificata. Il gene Tsp knockout mutato puod essere mutato in qualsiasi
modo adatto, per esempio da una o piu tra delezioni, inserzioni, mutazioni puntiformi, missenso, nonsenso e di
spostamento del modulo di lettura, a causare assenza di espressione della proteina. Ad esempio, il gene puod
essere knocked out mediante l'inserimento di una sequenza di DNA estraneo, come un marcatore di resistenza
agli antibiotici, nella sequenza di codifica del gene.

In una forma di realizzazione preferita, il gene Tsp non viene mutato mediante 1'inserimento di una sequenza di
DNA estraneo, come un marcatore di resistenza agli antibiotici, nella sequenza di codifica del gene. In questa
forma di realizzazione il gene Tsp pud comprendere una mutazione al codone di inizio del gene e/0 uno o piu
codoni di stop collocati a valle del codone di inizio del gene e a monte del codone di arresto del gene impedendo
cosi l'espressione della proteina Tsp. La mutazione al codone di inizio pud essere una mutazione missenso di
uno, due o tutti e tre i nucleotidi del codone di inizio. In alternativa o in aggiunta, il codone di inizio puo essere
mutato mediante una mutazione di spostamento del modulo di lettura da inserzione o delezione. Il gene Tsp
comprende due codoni ATG all'estremita 5 'della sequenza codificante, uno o entrambi i codoni ATG possono
essere mutati da una mutazione missenso. Il gene Tsp puo essere mutato al secondo codone ATG (codone 3) in

TCG.
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Il gene Tsp puo alternativamente o ulteriormente comprendere uno o piu codoni di stop collocati a valle del
codone di inizio del gene e a monte del codone di arresto del gene. Preferibilmente il gene Tsp mutato knockout
comprende sia una mutazione missenso al codone di inizio sia uno o piu codoni di arresto inseriti. In una forma
di realizzazione preferita il gene Tsp ¢ mutato per eliminare "T" dal quinto codone provocando cosi uno
spostamento del modulo di lettura che risulta in codoni di arresto nei codoni 11 e 16. In una forma di
realizzazione preferita il gene Tsp ¢ mutato ad inserire un sito di restrizione Ase I per creare un terzo codone di
stop nel modulo di lettura, al codone 21.

In una forma di realizzazione preferita il gene Tsp mutato knockout ha la sequenza di DNA di SEQ ID NO: 3,
che comprende i 6 nucleotidi ATGAAT a monte del codone d'inizio. In una forma di realizzazione il gene Tsp
mutato ha la sequenza di DNA dei nucleotidi da 7 a 2048 di SEQ ID NO: 3.

Nella presente invenzione le cellule portano anche uno o pit geni capaci di esprimere o sovraesprimere una o pitl
proteine in grado di facilitare il ripiegamento proteico. Esempi includono proteine come FkpA, Skp, SurA, PPiA
e PPiD.

In una forma di realizzazione la proteina per facilitare il ripiegamento delle proteine ¢ FkpA, Skp o una loro
combinazione.

In una forma di realizzazione la proteina per facilitare il ripiegamento delle proteine ¢
selezionata tra FkpA 0 una combinazione di FkpA e Skp.
FkpA ¢ un peptidil-prolil cis-trans isomerasi con il numeroSwiss-Prot P45523.

Skp ¢ una proteina chaperone con il numero Swiss-Prot POAEU7.

La proteina per facilitare il ripiegamento delle proteine puo essere codificata da un gene nel genoma delle cellule
o trasfettato transitoriamente in esso, per esempio in un plasmide o una combinazione degli stessi, a seconda dei
casi.

La cellula batterica gram-negativa ricombinante dell'invenzione non comprende un polinucleotide ricombinante
DsbC.

In una forma di realizzazione della presente invenzione la cellula batterica gram-negativa ricombinante
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comprende inoltre un gene DegP mutato che codifica per una proteina DegP avente attivita di chaperone e
attivita proteasica ridotta e/o un gene ptr mutato, in cui il gene mutato ptr codifica per una proteina Proteasi III
avente ridotta attivita proteasica o ¢ un gene ptr mutante knockout e/o un gene OmpT mutato, in cui il gene
OmpT mutato codifica una proteina OmpT con attivita proteasica ridotta o un gene OmpT mutato knockout.

In questa forma di realizzazione il genoma della cellula ¢ isogenico a una cellula batterica selvatica ad eccezione
delle mutazioni di cui sopra.

Come qui usato, "DegP" significa un gene che codifica per la proteina DegP (anche noto come HtrA), che ha una
doppia funzione come chaperone e proteasi (amilies of serine peptidases; Rawlings ND, Barrett AJ. Methods
Enzymol. 1994; 244: 19- 61). La sequenza del gene DegP non mutato ¢ mostrata in SEQ ID NO: 7 e la sequenza
della proteina DegP non mutata ¢ mostrata in SEQ ID NO: 8.

A basse temperature DegP funziona come una chaperone e ad alte temperature DegP preferisce funzionare come
proteasi (A Temperature-Dependent Switch from Chaperone to Protease in a Widely Conserved Heat Shock
Protein. Cell, Volume 97, Issue 3, Pages 339 - 347. Spiess C, Beil A, Ehrmann M) e The proteolytic activity of
the HtrA (DegP) protein from Escherichia coli at low temperatures, Skorko-Glonek J et al Microbiology 2008,
154, 3649-3658).

Nelle forme di realizzazione in cui la cellula comprende la mutazione DegP la mutazione DegP nella cellula
fornisce un gene DegP mutato che codifica per una proteina DegP avente attivita di chaperone ma non attivita
proteasica completa.

L'espressione "avere attivita di chaperone" nel contesto della presente invenzione significa che la proteina DegP
mutata ha la stessa o sostanzialmente la stessa attivita di chaperone rispetto alla proteina DegP selvatica non
mutata. Preferibilmente, il gene DegP mutato codifica per una proteina DegP che ha il 50% o piu, il 60% o piu, il
70% o piu, 1'80% o pit, il 90% o piu o il 95% o piu dell'attivita chaperone di una proteina selvatica non mutata
DegP. Piu preferibilmente, il gene DegP mutato codifica per una proteina DegP avente la stessa attivita di
chaperone rispetto a DegP selvatico.

L'espressione "avendo ridotta attivita proteasica" nel contesto della presente invenzione significa che la proteina
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DegP mutata non ha l'attivita proteasica completa rispetto alla proteina DegP selvatica non mutata.
Preferibilmente, il gene DegP mutato codifica per una proteina DegP con il 50% o meno, il 40% o meno, il 30%
0 meno, il 20% o meno, il 10% o meno o il 5% o meno dell'attivita proteasica di una proteina DegP selvatica non
mutata. Piu preferibilmente, il gene DegP mutato codifica per una proteina DegP senza attivita proteasica. La
cellula non ¢ deficiente nel DegP cromosomico, cio¢ le sequenze del gene DegP non sono state eliminate o
mutate per impedire 1'espressione di qualsiasi forma di proteina Deg

Qualsiasi mutazione adatta puo essere introdotta nel gene DegP al fine di produrre una proteina avente attivita di
chaperone ¢ attivita proteasica ridotta. L'attivita di proteasi e chaperone di una proteina DegP espressa da un
batterio gram-negativo pud essere facilmente testata da una persona esperta nella tecnica da qualsiasi metodo
adatto come il metodo descritto in Spiess et al. In cui sono state testate le attivita di protop e chaperone di DegP
su MalS, un substrato naturale di DegP (A Temperature-Dependent Switch from Chaperone to Protease in a
Widely Conserved Heat Shock Protein. Cell, Volume 97, Issue 3, Pages 339 - 347. Spiess C, Beil A, Ehrmann
M) anche il metodo descritto in The proteolytic activity of the HtrA (DegP) protein from Escherichia coli at low
temperatures, Skorko-Glonek J et al Microbiology 2008, 154, 3649-3658.

DegP ¢ una serina proteasi ¢ ha un centro attivo costituito da una triade catalitica di residui amminoacidici di
His105, Aspl135 e Ser210 (Families of serine peptidases, Methods Enzymol., 1994, 244: 19-61 Rawlings N e
Barrett A). La mutazione DegP per produrre una proteina con attivita chaperone e attivita proteasica ridotta puo
comprendere una mutazione, come una mutazione missenso in uno, due o tre di His105, Asp135 e Ser210.

Di conseguenza, il gene DegP mutato pué comprendere: una mutazione in His105; o una mutazione in Asp135;
0 una mutazione in Ser210; o una mutazione a His105 ¢ Asp135; o una mutazione in His105 e Ser210; o una
mutazione in Asp135 e Ser210; o una mutazione in His105, Asp135 e Ser210.

Uno, due o tre di His105, Asp135 e Ser210 possono essere mutati in qualsiasi amminoacido adatto che risulti in
una proteina avente attivita di chaperone e attivita proteasica ridotta. Ad esempio, uno, due o tre tra His105,
Aspl35 e Ser210 possono essere mutati in un piccolo amminoacido come Gly o Ala. Un'ulteriore mutazione

adatta ¢ quella di cambiare uno, due o tre tra His105, Asp135 e Ser210 in un amminoacido avendo proprieta
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opposte come mutare Asp135 in Lys o Arg, His105 polare in un amminoacido non polare come Gly, Ala, Val o
Leu e mutare il piccolo Ser210 idrofilo in un residuo grande o idrofobo come Val, Leu , Phe o Tyr.
Preferibilmente, il gene DegP comprende la mutazione puntiforme S210A, come mostrato in Figura 11c, che ¢
stato trovato produrre una proteina avente attivita di chaperone ma non attivita proteasica (A Temperature-
Dependent Switch from Chaperone to Protease in a Widely Conserved Heat Shock Protein. Cell, Volume 97,
Issue 3, Pages 339 - 347. Spiess C, Beil A, Ehrmann M).

DegP ha due domini PDZ, PDZ1 (residui 260-358) e PDZ2 (residui 359-448), che mediano l'interazione
proteina-proteina (A Temperature-Dependent Switch from Chaperone to Protease in a Widely Conserved Heat
Shock Protein. Cell, Volume 97, Issue 3, Pages 339 - 347. Spiess C, Beil A, Ehrmann M). In una forma di
realizzazione della presente invenzione il gene degP ¢ mutato per eliminare il dominio PDZ1 e/o il dominio
PDZ2. La delezione di PDZ1 ¢ PDZ2 determina la perdita completa dell'attivita proteasica della proteina DegP e
diminuisce l'attivita di chaperone rispetto alla proteina selvatica DegP mentre la delezione di PDZ1 o PDZ2
risulta in una attivita proteasica al 5% e attivitd chaperone simile rispetto alla proteina DegP selvatica (A
Temperature-Dependent Switch from Chaperone to Protease in a Widely Conserved Heat Shock Protein. Cell,
Volume 97, Issue 3, Pages 339 - 347. Spiess C, Beil A, Ehrmann M).

11 gene DegP mutato puo anche comprendere un sito di restrizione silente non presente in natura, come Ase I, per
aiutare nei metodi di identificazione e screening, ad esempio come mostrato in Figura 7C.

La sequenza preferita del gene DegP mutato comprendente la mutazione puntiforme S210A e un sito marcatore
di restrizione Ase I ¢ fornita in SEQ ID NO: 9 e la sequenza proteica codificata ¢ mostrata in SEQ ID NO: 10.
Nelle forme di realizzazione della presente invenzione in cui la cellula comprende un gene DegP mutato che
codifica per una proteina DegP avente attivita di chaperone e attivita di proteasi ridotta, una o piu delle cellule
fornite dalla presente invenzione possono fornire una resa migliorata di proteine correttamente piegate dalla
relativa cella a cellule mutate in cui il gene DegP ¢ stato mutato in DegP knockout che impedisce l'espressione di
DegP, come una deficienza cromosomica di DegP. In una cellula comprendente un gene DegP knockout mutato

che impedisce 1'espressione DegP, l'attivita chaperone di DegP si perde completamente mentre nella cellula
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secondo la presente invenzione l'attivita di chaperone di DegP ¢ mantenuta mentre l'attivita proteasica completa
¢ persa. In queste forme di realizzazione, una o piu cellule secondo la presente invenzione hanno un'attivita
proteasica inferiore per impedire la proteolisi della proteina pur mantenendo l'attivita di chaperone per consentire
il corretto trasporto e ripiegamento della proteina nella cellula ospite.

In queste forme di realizzazione, una o piu cellule secondo la presente invenzione possono avere una crescita
cellulare migliorata rispetto alle cellule portatrici di un gene DegP knockout mutato che impedisce 1'espressione
di DegP. Senza voler essere vincolati dalla teoria, potrebbe essere mostrata una migliore crescita cellulare a
causa della proteasi DegP che mantiene 1'attivita di un chaperone che puo aumentare la capacita della cellula di
processare tutte le proteine che richiedono 1'attivita di uno chaperone. Di conseguenza, la produzione di proteine
correttamente piegate necessarie per la crescita e la riproduzione della cellula puo essere aumentata in una o piu
delle cellule della presente invenzione rispetto alle cellule portatrici di una mutazione knockout DegP
migliorando cosi le vie cellulari che regolano la crescita.

Inoltre, i ceppi noti deficienti in proteasi DegP sono generalmente sensibili alla temperatura ¢ in genere non
crescono a temperature superiori a circa 28 °C. Tuttavia, le cellule secondo la presente invenzione non sono
sensibili alla temperatura e possono essere coltivate a temperature di 28° C o superiori, comprese temperature da
circa 30° C a circa 37° C, che sono tipicamente utilizzate per la produzione su scala industriale di proteine da
batteri.

In una forma di realizzazione della presente invenzione la cellula porta un gene ptr mutato. Come qui usato,
"gene ptr" significa un gene che codifica per Proteasi III, una proteasi che degrada le proteine ad alto peso
molecolare. La sequenza del gene ptr non mutato ¢ mostrata in SEQ ID NO: 4 ¢ la sequenza della proteina
Proteasi III non mutata ¢ mostrata in SEQ ID NO: 5.

Il riferimento al gene ptr mutato o del gene ptr mutato codificante Proteasi III, si riferisce a un gene ptr mutato
che codifica per una proteina Proteasi III avente attivita proteasica ridotta o un gene ptr knockout mutato, se non
diversamente indicato.

L'espressione "gene mutato ptr che codifica per una proteina di Proteasi III con attivita proteasica ridotta" nel
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contesto della presente invenzione significa che il gene mutato di ptr non ha l'attivita proteasica completa rispetto
al gene ptr non mutato selvatico.

Preferibilmente, il gene ptr mutato codifica per una Proteasi I1I avente il 50% o meno, il 40% o meno, il 30% o
meno, il 20% o meno, il 10% o meno o il 5% o meno dell'attivita proteasica di una Proteina Proteasi III selvatica
non mutata. Piu preferibilmente, il gene ptr mutato codifica per una proteina Proteasi III senza attivita proteasica.
In questa forma di realizzazione la cellula non ¢ deficiente in ptr cromosomico, cio¢ la sequenza del gene ptr non
¢ stata cancellata o mutata per impedire l'espressione di alcuna forma di proteina Proteasi I1I.

Qualsiasi mutazione adatta puo essere introdotta nel gene ptr al fine di produrre una proteina Proteasi III con
attivita proteasica ridotta. L'attivita proteasica di una proteina Proteasi III espressa da un batterio gram-negativo
puo essere facilmente testata da una persona esperta del settore mediante qualsiasi metodo idoneo nella tecnica.
L'espressione "gene ptr knockout mutato" nel contesto della presente invenzione significa che il gene comprende
una o piu mutazioni, causando cosi assenza di espressione della proteina codificata dal gene per fornire una
cellula carente nella proteina codificata dal gene mutato knockout. Il gene knockout puo essere parzialmente o
completamente trascritto ma non tradotto nella proteina codificata. Il gene ptr knockout mutato pud essere
mutato in qualsiasi modo adatto, per esempio mediante una o piu delezioni, inserzioni, mutazioni puntiformi,
missenso, nonsenso ¢ di slittamento del modulo di lettura, per ottenere 1’assenza di espressione della proteina.
Ad esempio, il gene puo essere knocked out mediante 1'inserimento di una sequenza di DNA estraneo, come un
marcatore di resistenza agli antibiotici, nella sequenza codificante il gene.
In una forma di realizzazione preferita, il gene non ¢ mutato mediante l'inserimento di una sequenza di DNA
estranco, come un marcatore di resistenza agli antibiotici, nella sequenza codificante del gene.
Preferibilmente il gene della Proteasi III comprende una mutazione nel codone di inizio del
gene e/o uno o piu codoni di stop collocati a valle del codone di inizio del gene e a monte
del codone di arresto del gene impedendo in tal modo [I'espressione della proteina Proteasi III
Una mutazione al codone di inizio del gene knockout bersaglio causa la perdita di funzione del codone di inizio e

garantisce quindi che il gene bersaglio non comprenda un codone di inizio adatto all'inizio della sequenza
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codificante. La mutazione al codone di inizio pud essere una mutazione missenso di uno, due o tutti e tre i
nucleotidi del codone di inizio. In alternativa o in aggiunta, il codone di inizio puod essere mutato mediante una
mutazione di spostamento del modulo di lettura da inserzione o delezione.

In una forma di realizzazione preferita il gene ptr ¢ mutato per cambiare il codone di inizio ATG in ATT.
Il gene ptr knockout mutato pud comprendere alternativamente o in aggiunta uno o piu codoni di stop collocati a
valle del codone di inizio del gene ¢ a monte del codone di stop del gene. Preferibilmente il gene ptr mutante
knockout comprende sia una mutazione missenso nel codone di inizio sia uno o piu codoni di stop inseriti.
Gli uno o piu codoni di stop inseriti sono preferibilmente codoni di stop nel modulo di lettura. Tuttavia, gli uno o
piu codoni di stop inseriti possono essere alternativamente o in aggiunta codoni di stop fuori dal modulo di
lettura. Potrebbero essere necessari uno o pitu codoni di stop fuori dal modulo di lettura per interrompere la
traduzione in cui un codone di inizio fuori modulo di lettura viene modificato in un codone di inizio in modulo di
lettura mediante una mutazione di spostamento del modulo di lettura da inserzione o delezione. L'uno o piu
codoni di stop possono essere introdotti da qualsiasi mutazione idonea tra cui una mutazione puntiforme e una
mutazione di spostamento del modulo di lettura. Gli uno o piu codoni di stop sono preferibilmente introdotti
mediante una mutazione di spostamento del modulo di lettura e/o una mutazione di inserzione, preferibilmente
mediante sostituzione di un segmento della sequenza genica con una sequenza comprendente un codone di
arresto. Ad esempio puo essere inserito un sito di restrizione Ase I, che comprende il codone di stop TAA.

In una forma di realizzazione preferita, il gene ptr € mutato per inserire un codone di arresto in-modulo di lettura
mediante l'inserimento di un sito di restrizione Ase I, come mostrato in Figura 7A. In una forma di realizzazione
preferita, il gene ptr mutante knockout ha la sequenza di DNA di SEQ ID NO: 6.

Le suddette mutazioni knockout sono vantaggiose perché causano una minima o nessuna interruzione del DNA
cromosomico a monte o a valle del sito del gene knockout target e non richiedono l'inserimento e il
mantenimento di DNA estraneo, come marcatori di resistenza agli antibiotici, che possono influenzare 1’idoneita
della cellula cellula ad esprimere una proteina di interesse, in particolare proteine terapeutiche. Di conseguenza,

una o piu delle cellule secondo la presente invenzione possono mostrare caratteristiche di crescita e/o espressione
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della proteina migliorate rispetto alle cellule in cui il gene della proteasi ¢ stato knocked out mediante
l'inserimento di DNA estraneo nella sequenza di codifica del gene.
In una forma di realizzazione le cellule secondo la presente invenzione portano un gene mutato OmpT. Come qui
usato, "gene OmpT" significa un gene che codifica per proteasi OmpT (proteasi di membrana esterna T) che ¢
una proteasi di membrana esterna. La sequenza del gene OMPT selvatico non mutato ¢ SWISS-PROT P09169.

Il riferimento a un gene OmpT mutato o gene mutato OmpT che codifica OmpT, si riferisce a un gene OmpT
mutato che codifica per una proteina OmpT con attivita proteasica ridotta o un gene OmpT mutato knockout, a
meno che non sia diversamente indicato.

L'espressione "mutato OmpT gene codifica per una proteina OmpT avente ridotta attivita proteasica" nel
contesto della presente invenzione significa che il gene mutato OmpT non ha l'attivita proteasica completa
rispetto al gene non mutato selvatico OmpT. I gene mutato OmpT puo codificare una proteina OmpT con il 50%
0 meno, il 40% o meno, il 30% o meno, il 20% o meno, il 10% o meno o il 5% o meno dell'attivita proteasica di
una proteina OmpT selvatica non mutata. Il gene mutato OmpT puo codificare una proteina OmpT senza attivita
proteasica. In questa forma di realizzazione la cellula non ¢ deficiente in OmpT cromosomico, cio¢ la sequenza
del gene OmpT non ¢ stata cancellata o mutata per impedire 1'espressione di alcuna forma di proteina OmpT.
Qualsiasi mutazione adatta puo essere introdotta nel gene OmpT al fine di produrre una proteina avente attivita
proteasica ridotta. L'attivita proteasica di una proteina OmpT espressa da un batterio gram-negativo pud essere
facilmente testata da una persona esperta nella tecnica da qualsiasi metodo adatto nella tecnica, come il metodo
descritto in Kramer et al. (Identification of essential acidic residues of outer membrane protease OmpT supports
a novel active site, FEBS Letters 505 (2001) 426-430) e Dekker et al (Substrate Specitificity of the Integral
Membrane Protease OmpT Determined by Spatially Addressed Peptide Libraries, Biochemistry 2001, 40, 1694-
1701).

E’ stato riportato in Kramer et al (Identification of active site serine ¢ histidine residues in Escherichia coli outer
membrane protease OmpT FEBS Letters 2000 468, 220-224) che OmpT mostra che la sostituzione di serine,

istidine e residui acidi con alanine risulta in attivita ridotta di circa 10 volte per Glu27, Asp97, Asp208 o His101,
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un'attivita ridotta di circa 500 volte per Ser99 e ~ 10000 volte per Asp83, Asp85, Asp210 o His212. Vandeputte-
Rutten et al (Crystal Structure of the Outer Membrane Protease OmpT from Escherichia coli suggests a novel
catalytic site, The EMBO Journal 2001, Vol 20 No 18 5033-5039) come avente un sito attivo che comprende una
coppia Asp83-Asp85 e una coppia His212-Asp210. Further Kramer et al (Lipopolysaccharide regions involved
in the activation of Escherichia coli outer membrane protease OmpT, Eur. J. Biochem. FEBS 2002, 269, 1746-
1752) descrive che le mutazioni D208A, D210A, H212A, H212N, H212Q, G216K / K217G, K217T ¢ R218L
nell’ansa L4 hanno dato tutte luogo a una perdita parziale o quasi totale dell'attivita enzimatica.

Di conseguenza, la mutazione OmpT per produrre una proteina con attivita proteasica ridotta pudo comprendere
una mutazione, ad esempio una mutazione missenso in uno o piu residui E27, D43, D83, D85, D97, S99, H101
E111, E136, E193, D206, D208, D210, H212 G216, K217, R218 & E250.

Uno o piu tra E27, D43, D83, D85, D97, S99, H101 E111, E136, E193, D206, D208, D210, H212 G216, K217,
R218 ed E250 possono essere mutati in qualsiasi amminoacido adatto che si traduca in una proteina con ridotta
attivita proteasica. Ad esempio, uno o piu tra E27, D43, D83, D85, D97, S99, H101 E111, E136, E193, D206,
D208, D210, H212 G216, K217, R218 ed E250 possono essere mutati in alanina. Esempi di mutazioni idonee
sono E27A, D43A, D83A, D85A, D97A, S99A, HI01A E111A, E136A, E193A, D206A, D208A, D210A,
H212A, H212N, H212Q, G216K, K217G, K217T, R218L ¢ E250A. In una forma di realizzazione il gene mutato
OmpT comprende le mutazioni di D210A e H212A. Una sequenza OmpT mutata adatta comprendente le
mutazioni di D210A e H212A ¢ mostrata in SEQ ID NO: 23.

L'espressione "gene OmpT mutato knockout" nel contesto della presente invenzione significa che il gene
comprende una o pit mutazioni, che causano 1’assenza di espressione della proteina codificata dal gene per
fornire una cellula deficiente nella proteina codificata dal gene mutato knockout. Il gene knockout puod essere
parzialmente o completamente trascritto ma non tradotto nella proteina codificata. Il gene OMPT mutato pud
essere mutato in qualsiasi modo adatto, per esempio da una o piu delezioni, inserzioni, mutazioni puntiformi,
missenso, nonsenso ¢ di spostamento del modulo di scrittura, causando 1’assenza di espressione della proteina.

Ad esempio, il gene puo essere knocked out mediante l'inserimento di una sequenza di DNA estraneo, come un
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marcatore di resistenza agli antibiotici, nella sequenza di codifica del gene.

In una forma di realizzazione il gene OmpT comprende una mutazione al codone di inizio del gene e/0 uno o piu
codoni di stop collocati a valle del codone di inizio del gene e a monte del codone di stop del gene impedendo in
tal modo l'espressione della proteina OmpT. La mutazione al codone di inizio pud essere una mutazione
missenso di uno, due o tutti e tre i nucleotidi del codone di inizio. Una sequenza OmpT knockout mutata adatta ¢
mostrata in SEQ ID NO: 24. In alternativa o in aggiunta, il codone di inizio pud essere mutato mediante una
mutazione di spostamento del modulo di lettura da inserzione o delezione.

In una forma di realizzazione, la cellula batterica gram-negativa secondo la presente invenzione non ha un gene
ompT knockout mutato, come ad esempio essendo deficiente nell'ompT cromosomico.

In una forma di realizzazione la cellula batterica gram-negativa secondo la presente invenzione non ha un degP
knockout mutato, ad esempio essendo deficiente nel degP cromosomico. In una forma di realizzazione la cellula
batterica gram-negativa secondo la presente invenzione non ha un gene degP mutato.

In una forma di realizzazione la cellula batterica gram-negativa secondo la presente invenzione non ha un gene
ptr knockout mutato, come ad esempio essendo deficiente nel ptr cromosomico.

Molte mutazioni geneticamente ingegnerizzate incluse le mutazioni knockout implicano 1'uso di marcatori di
resistenza antibiotica che consentono la selezione e l'identificazione di cellule mutate con successo. Tuttavia,
come discusso sopra, ci sono una serie di svantaggi nell'uso di marcatori di resistenza agli antibiotici.
Un'ulteriore forma di realizzazione della presente invenzione la cellula non comprende un marcatore di
resistenza agli antibiotici e supera gli svantaggi sopra menzionati dell'uso di marcatori di resistenza antibiotica in
cui il gene Tsp mutato, il gene spr mutato e facoltativamente il gene DegP mutato e/0 un gene mutato ptr e/o un
gene OmpT mutato, sono mutati in modo da comprendere uno o piu siti di marcatori di restrizione.

I siti di restrizione sono geneticamente ingegnerizzati nel gene e non sono presenti in natura. I siti dei marcatori
di restrizione sono vantaggiosi perché consentono lo screening e l'identificazione di cellule correttamente
modificate che comprendono le mutazioni cromosomiche richieste.

Le cellule che sono state modificate per portare uno o pit geni mutanti della proteasi possono essere analizzate
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mediante PCR di DNA genomico da lisati di cellule usando coppie di oligonucleotidi progettate per amplificare
una regione del DNA genomico comprendente un sito marcatore di restrizione non presente in natura.

Il DNA amplificato pud quindi essere analizzato mediante elettroforesi su gel di agarosio prima ¢ dopo
l'incubazione con un enzima di restrizione adatto in grado di digerire il DNA nel sito del marcatore di restrizione
non presente in natura. La presenza di frammenti di DNA dopo l'incubazione con l'enzima di restrizione
conferma che le cellule sono state modificate con successo per portare I'uno o piu geni mutati.

Nella forma di realizzazione in cui la cella porta un gene ptr mutante knockout avente la sequenza di DNA di
SEQ ID NO: 6, le sequenze di primer oligonucleotidici mostrate in SEQ ID NO: 17 ¢ SEQ ID NO: 18 possono
essere usate per amplificare la regione del DNA comprendente il sito di restrizione Asel non
presente in natura dal DNA genomico delle cellule trasformate. II DNA genomico amplificato
pud quindi essere incubato con l'enzima di restrizione Ase I ¢ analizzato mediante elettroforesi su
gel per  confermare la.  presenza del gene ptr  mutato nel DNA  genomico.
Nella forma di realizzazione in cui la cella comprende un gene Tsp mutato knockout avente la sequenza di DNA
di SEQ ID NO: 3 o nucleotidi da 7 a 2048 di SEQ ID NO: 3, le sequenze di primer oligonucleotidici mostrate in
SEQ ID NO: 15 ¢ SEQ ID NO: 16 possono essere usate per amplificare la regione del DNA comprendente il sito
di restrizione Ase I non presente in natura dal DNA genomico delle cellule trasformate. Il DNA genomico
amplificato puod quindi essere incubato con l'enzima di restrizione Ase I e analizzato mediante elettroforesi su gel
per confermare la presenza del gene Tsp mutato nel DNA genomico.

Nella forma di realizzazione in cui la cella comprende un gene DegP mutato avente la sequenza di DNA di SEQ
ID NO: 9, le sequenze di primer oligonucleotidici mostrate in SEQ ID NO: 19 e SEQ ID NO: 20 possono essere
usate per amplificare la regione del DNA che comprende il sito di restrizione Ase I non presente in natura dal
DNA genomico delle cellule trasformate. Il DNA genomico amplificato pud quindi essere incubato con l'enzima
di restrizione Ase I e analizzato mediante elettroforesi su gel per confermare la presenza del gene DegP mutato
nel DNA genomico.

Gli uno o piu siti di restrizione possono essere introdotti da qualsiasi mutazione adatta includendo una o piu
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mutazioni di delezione, inserzioni, mutazioni puntiformi, missenso, nonsenso ¢ di spostamento del modulo di
lettura. Un sito di restrizione pud essere introdotto dalla mutazione del codone di inizio e/o per introdurre uno o
piu codoni di stop, come descritto sopra. Questa forma di realizzazione ¢ vantaggiosa perché il sito del marcatore
di restrizione € un marcatore diretto e unico delle mutazioni knockout introdotte.

Puo essere inserito un sito di restrizione marcatore che comprende un codone di arresto nel modulo di lettura,
come un sito di restrizione Ase I. Cid ¢ particolarmente vantaggioso poiché il sito di restrizione inserito agisce
sia da sito di restrizione marcatore che da codone di stop per impedire la completa trascrizione della sequenza di
codifica del gene. Ad esempio, nella forma di realizzazione in cui si introduce un codone di stop nel gene ptr
mediante introduzione di un sito Ase I, questo crea anche un sito di restrizione, come mostrato in Figura 7A. Ad
esempio, nella forma di realizzazione in cui ¢ introdotto un codone di arresto nel gene Tsp nel codone 21
mediante l'introduzione di un sito Ase I, questo crea anche un sito di restrizione, come mostrato in Figura 7B.

Un sito di restrizione marcatore pud essere inserito dalla mutazione del codone di inizio e opzionalmente una o
piu ulteriori mutazioni puntiformi. In questa forma di realizzazione il sito di restrizione marcatore ¢&
preferibilmente un sito di restrizione EcoRI. Questo ¢ particolarmente vantaggioso perché la mutazione del
codone di inizio crea anche un sito di restrizione marcatore. Ad esempio, nella forma di realizzazione in cui il
codone di inizio del gene ptr ¢ cambiato in ATT, questo crea un sito marcatore Eco RI, come mostrato in Figura
11a. Ad esempio, nella forma di realizzazione in cui il codone di inizio (codone 3) del gene Tsp ¢ cambiato da
ATG a TCG, come mostrato in Figura 1b, un'ulteriore mutazione puntiforme del codone 2 da AAC a AAT e una
mutazione del codone 3 da ATG a TCG crea un sito marcatore di restrizione EcoRI, come mostrato in Figura 7B.
Nella forma di realizzazione della presente invenzione in cui la cellula ha un gene OmpT mutato, gli uno o piu
siti di restrizione possono essere introdotti da qualsiasi mutazione adatta incluse una o piu delezioni, inserzioni,
mutazioni puntiformi, missenso, nonsenso e di spostamento del modulo di lettura. Ad esempio, nella forma di
realizzazione in cui il gene OmpT comprende le mutazioni D210A e H212A, queste mutazioni introducono un
sito di restrizione silente HindIII che puo essere utilizzato come marcatore di selezione.

Nel gene DegP del gene spr, un sito di restrizione marcatore puod essere introdotto usando cambiamenti silenti
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nei codoni. Per esempio, un sito di Ase I puo essere usato come sito di restrizione marcatore silente, in cui il
codone di stop TAA ¢ fuori modulo di lettura, come mostrato in Figura 7C per il gene DegP mutato.
Nelle forme di realizzazione della presente invenzione, in cui il gene ptr e¢/o il gene Tsp sono mutati per
codificare un Proteasi III o Tsp con attivita proteasica ridotta, possono essere introdotti uno o piu siti di
restrizione marcatori usando cambiamenti silenti nei codoni.

La cellula batterica gram-negativa ricombinante secondo la presente invenzione pud essere prodotta con
qualsiasi mezzo adatto. La persona esperta conosce tecniche idonee che possono essere utilizzate per sostituire
una sequenza genica cromosomica con una sequenza genica mutata. Possono essere impiegati vettori adatti che
consentono l'integrazione nel cromosoma ospite mediante ricombinazione omologa.

Ad esempio, sono descritti metodi di sostituzione genica adatti in Hamilton et al (New Method for Generating
Deletions ¢ Gene Replacements in Escherichia coli, Hamilton C. M. et al., Journal of Bacteriology Sept. 1989,
Vol. 171, No. 9 p 4617-4622), Skorupski et al(Positive selection vectors for allelic exchange, Skorupski K e
Taylor R. K., Gene, 1996, 169, 47-52), Kiel et al (A general method for the construction of Escherichia coli
mutants by homologous recombination e plasmid segregation, Kiel J. A K.W. et al, Mol Gen Genet 1987,
207:294-301), Blomfield et al (Allelic exchange in Escherichia coli using the Bacillus subtilis sacB gene ¢ a
temperature sensitive pSC101 replicon, Blomfield I. C. et al., Molecular Microbiology 1991, 5(6), 1447-1457) ¢
Ried et al. (An nptl-sacB-sacR cartridge for constructing directed, unmarked mutations in Gram-negative
bacteria by marker exchange-eviction mutagenesis, Ried J. L. e Collmer A., Gene 57 (1987) 239-246). Un
plasmide adatto che consente la ricombinazione/sostituzione omologa ¢ il plasmide pKO3 (Link et al., 1997,
Journal of Bacteriology, 179, 6228-6237).

I ceppi mutati con successo possono essere identificati usando metodi ben noti nello stato della tecnica compreso
il sequenziamento del DNA della colonia per PCR e mappatura di restrizione per PCR della colonia.

Nella forma di realizzazione in cui la cellula comprende due o pit geni cromosomici mutati, i geni mutati
possono essere introdotti nel batterio gram-negativo sugli stessi o su diversi vettori.

In una forma di realizzazione, la cellula batterica gram-negativa secondo la presente invenzione non ha un gene
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ompT knockout mutato, come ad esempio essendo deficiente nell'omT cromosomico.

In una forma di realizzazione le cellule secondo la presente descrizione contengono solo le tre mutazioni
caratterizzanti dello spr mutato, Tsp ¢ FkpA ridotto, Skp o una combinazione di FkpA e Skp.

Una forma di realizzazione la linea cellulare secondo la presente descrizione ¢ costituita da un gene Tsp mutato ¢
un gene spr mutato, ¢ un gene FkpA.

In una forma di realizzazione la linea cellulare secondo la presente descrizione € costituita da un gene Tsp
mutato e un gene spr mutato, e un gene Skp.

In una forma di realizzazione la linea cellulare secondo la presente descrizione € costituita da un gene Tsp
mutato e un gene spr mutato, un gene FkpA e un gene Skp.

In una forma di realizzazione il gene dei geni in grado di esprimere o sovraesprimere una o piu proteine in grado
di facilitare il ripiegamento delle proteine, come FkpA, e Skp, viene trasformato in modo transiente nella cellula,
per esempio in un vettore di espressione che comprende facoltativamente una sequenza di polinucleotidi
codificante un anticorpo 0 un suo frammento legante.
In una forma di realizzazione la sequenza polinucleotidica codificante 'anticorpo e il polinucleotide codificante
FkpA e/o Skp sono inserite in vettori di espressione separati.

Per la produzione di prodotti comprendenti catene sia pesanti che leggere, la linea cellulare pud essere
trasformata con due vettori, un primo vettore che codifica un polipeptide a catena leggera e un secondo vettore
che codifica un polipeptide a catena pesante. In alternativa, pud essere usato un vettore singolo, il vettore
includendo sequenze che codificano polipeptidi a catena leggera e a catena pesante.

In alternativa, la sequenza polinucleotidica codificante per l'anticorpo e il polinucleotide codificante
FkpA e/o Skp ¢ inserita in un vettore. Preferibilmente il vettore comprende le sequenze che
codificano i polipeptidi a catena pesante e leggera dell'anticorpo.
La presente invenzione fornisce anche un vettore di espressione comprendente un polinucleotide ricombinante
codificante FkpA e/o Skp e un anticorpo o un suo frammento legante 1'antigene specifico per FcRn umano. Il

vettore di espressione ¢ un vettore multi-cistronico che comprende la sequenza polinucleotidica codificante
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FkpA e/o Skp e la sequenza polinucleotidica codificante 1'anticorpo.

Il vettore multicistronico puod essere prodotto mediante un metodo di clonazione vantaggioso che consente la
clonazione sequenziale ripetuta di sequenze di polinucleotidi in un vettore. Il metodo utilizza estremita coesive
compatibili di una coppia di siti di restrizione, come le estremita "AT" dei siti di restrizione Ase I ¢ Nde 1. Una
sequenza polinucleotidica comprendente una sequenza codificante e avente estremita coesive compatibili, come
un frammento Asel-Ndel, puo essere clonata in un sito di restrizione nel vettore, come Nde I. L'inserimento della
sequenza polinucleotidica distrugge il sito di restrizione 5' ma crea un nuovo sito di restrizione 3', come Ndel,
che puo quindi essere usato per inserire un'ulteriore sequenza polinucleotidica comprendente estremita coesive
compatibili. Il processo pud quindi essere ripetuto per inserire ulteriori sequenze. Ciascuna sequenza
polinucleotidica inserita nel vettore comprende una sequenza non codificante 3' al codone di arresto che pud
comprendere un sito Ssp I per lo screening, una sequenza di legame del ribosoma Shine Dalgarno, un
distanziatore ricco in A e un sito Ndel che codifica un codone di inizio.

Una rappresentazione schematica della creazione di un vettore comprendente una sequenza polinucleotidica che
codifica una catena leggera di un anticorpo (LC), una catena pesante di un anticorpo (HC), una sequenza di
polinucleotidi FkpA e un'ulteriore sequenza polinucleotidica ¢ mostrata in Figura 7d.

La cella secondo la presente invenzione preferibilmente comprende un vettore di espressione come sopra
definito. ¢ qui ulteriormente divulgato un esempio in cui la cellula esprime anche una o piu ulteriori proteine
come segue: una o piu proteine in grado di facilitare il ripiegamento di proteine, come, skp, SurA, PPiA e PPiD;
e, opzionalmente una o piu proteine in grado di facilitare la secrezione proteica o la traslocazione, come SecY,
SecE, SecG, SecYEG, SecA, SecB, FtsY ¢ Lep; I'una o piu ulteriori proteine possono essere espresse da uno o
piu polinucleotidi inseriti nello stesso vettore della sequenza polinucleotidica codificante FkpA e/o della
sequenza polinucleotidica codificante l'anticorpo. In alternativa gli uno o piu polinucleotidi possono essere
inseriti in vettori separati.

Il vettore di espressione puo essere prodotto inserendo una o piu cassette di espressione come definite sopra in

un vettore adatto. Alternativamente, le sequenze di regolazione dell'espressione per dirigere I'espressione della
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sequenza polinucleotidica possono essere contenute nel vettore di espressione e quindi puo essere richiesta solo
la regione codificante del polinucleotide per completare il vettore di espressione.

Il polinucleotide codificante FkpA e/o Skp e/o il polinucleotide codificante I'anticorpo ¢ opportunamente inserito
in un vettore replicabile, tipicamente un vettore di espressione a replicazione autonoma, per l'espressione nella
cellula sotto il controllo di un opportuno promotore per la cellula. Molti vettori sono noti nella tecnica per questo
scopo ¢ la scelta del vettore appropriato puo dipendere dalla dimensione dell'acido nucleico e dal tipo di cellula
in particolare.

Esempi di vettori di espressione che possono essere impiegati per trasformare la cellula ospite con un
polinucleotide secondo 1'invenzione includono:

* un plasmide, come pBR322 0 pACYC184, e/o

* un vettore virale come il fago batterico

* un elemento genetico trasponibile come un trasposone

Tali vettori di espressione di solito comprendono un'origine di replicazione del DNA plasmidica, un marcatore
antibiotico di selezionabile, un promotore e terminatore trascrizionale separati da un sito di multi-clonazione
(cassetta di espressione) ¢ una sequenza di DNA codificante per un sito di legame ribosomiale.

I promotori impiegati nella presente invenzione possono essere collegati al relativo polinucleotide direttamente o
in alternativa possono essere collocati in una posizione appropriata, ad esempio in un vettore tale che, quando il
relativo polipeptide ¢ inserito, il relativo promotore puo agire sullo stesso. In una forma di realizzazione il
promotore si trova prima della porzione codificante del polinucleotide su cui agisce, ad esempio un promotore
attinente prima di ciascuna porzione codificante del polinucleotide. "Prima" come qui usato ¢ inteso implicare
che il promotore si trova al termine 5 primo rispetto alla porzione codificante del polinucleotide.

I promotori possono essere endogeni o esogeni alle cellule ospiti. Promotori adatti includono lac, tac, trp, phoA,
Ipp, arabo, tet e T7.

Uno o piu promotori impiegati possono essere promotori inducibili. Nella forma di realizzazione in cui il

polinucleotide codificante FkpA e/o Skp e il polinucleotide codificante l'anticorpo sono inseriti in un vettore, le
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sequenze nucleotidiche codificanti FkpA e 1'anticorpo possono essere sotto il controllo di un singolo promotore o
promotori separati. Nella forma di realizzazione in cui le sequenze nucleotidiche codificanti FkpA e/o Skp e
l'anticorpo sono sotto il controllo di promotori separati, il promotore pud essere promotori inducibili
indipendentemente.

I promotori per I'uso in sistemi batterici contengono anche generalmente una sequenza Shine-Dalgamo (S.D.)
operativamente legata al DNA che codifica il polipeptide di interesse. Il promotore puo essere rimosso dal DNA
di origine batterica mediante digestione con enzimi di restrizione e inserito nel vettore contenente il DNA
desiderato.

11 vettore di espressione preferibilmente comprende anche un messaggio dicistronico per produrre l'anticorpo o il
suo il suo frammento di legame all'antigene come descritto in W003/048208 o W02007/039714 (il cui
contenuto € qui incorporato per riferimento). Preferibilmente il cistrone a monte contiene il DNA codificante la
catena leggera dell'anticorpo e il cistrone a valle contiene il DNA codificante la corrispondente catena pesante, e
la sequenza intergenica dicistronica (IGS) preferibilmente comprende una sequenza selezionata tra IGS1 (SEQ
ID NO: 23), IGS2 (SEQ ID NO: 24), IGS3 (SEQ ID NO: 25) e IGS4 (SEQ ID NO: 26).

I terminatori possono essere endogeni o esogeni alle cellule ospiti. Un terminatore adatto ¢ rrnB.
Ulteriori regolatori trascrizionali adatti inclusi promotori e terminatori ¢ metodi di targeting proteico si possono
trovare in "Strategies for Achieving High-Level Expression of Genes in Escherichia coli" Savvas C. Makrides,
Microbiological Reviews, Sept 1996, p 512-538.

Il polinucleotide FkpA inserito nel vettore di espressione comprende preferibilmente l'acido nucleico che
codifica le sequenze segnale di FkpA e la sequenza di codifica FkpA. Il vettore contiene preferibilmente una
sequenza di acido nucleico che consente al vettore di replicarsi in una o piu cellule ospite selezionate,
preferibilmente di replicarsi indipendentemente dal cromosoma ospite. Tali sequenze sono ben note per una
varieta di batteri.

In una forma di realizzazione la FkpA e/o Skp e/o la proteina di interesse comprende un tag di istidina al N-

terminale e/o al C-terminale.
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La molecola di anticorpo puo essere secreta dalla cellula o indirizzata al periplasma mediante sequenze segnale
idonee. Alternativamente, le molecole di anticorpo possono accumularsi nel citoplasma della cellula.
Preferibilmente la molecola di anticorpo ¢ indirizzata al periplasma.

Il polinucleotide codificante l'anticorpo pud essere espresso come una fusione con un altro polipeptide,
preferibilmente una sequenza segnale o un altro polipeptide avente un sito di taglio specifico all'N-terminale del
polipeptide maturo. La sequenza segnale eterologa selezionata dovrebbe essere una che ¢ riconosciuta ed
elaborata dalla cellula ospite. Per le cellule ospite procariotiche che non riconoscono e processano la sequenza
segnale del polipeptide eucariotico o nativo, la sequenza del segnale ¢ sostituita con una sequenza segnale
procariotica. Sequenze segnale adatte includono OmpA, PhoA, LamB, PelB, DsbA e DsbC. In una forma di
realizzazione in cui la cellula comprende una sequenza polinucleotidica codificante una catena pesante
dell'anticorpo ¢ una sequenza polinucleotidica codificante una catena leggera dell'anticorpo, ciascun
polinucleotide pud comprendere una sequenza segnale, come OmpA.

La costruzione di vettori adatti contenenti uno o piu dei componenti sopra elencati impiega tecniche di ligazione
standard. Plasmidi isolati o frammenti di DNA sono tagliati, adattati, e ri-ligati nella forma desiderata per
generare i plasmidi richiesti. Metodi generali mediante i quali si possono costruire i vettori, metodi di trasfezione
e metodi di coltura sono ben noti agli esperti del settore. A tale riguardo, si fa riferimento a "Current Protocols in
Molecular Biology", 1999, F. M. Ausubel (ed), Wiley Interscience, New York e the Maniatis Manual prodotto
da Cold Spring Harbor Publishing.

Possono essere utilizzate per preparare sequenze di DNA che codificano per l'anticorpo tecniche standard di
biologia molecolare. Le sequenze di DNA desiderate possono essere sintetizzate completamente o in parte
usando tecniche di sintesi di oligonucleotidi. Se opportuno si possono utilizzare tecniche di mutagenesi sito-
diretta e di reazione di polimerasi a catena (PCR).

Forme di attuazione dell'invenzione qui descritte con riferimento al polinucleotide si applicano ugualmente a
forme di realizzazione alternative dell'invenzione, ad esempio possono essere applicati ugualmente vettori,

cassette di espressione e/o cellule ospite comprendenti i componenti ivi impiegati, per quanto riguarda l'aspetto
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rilevante.

La cella secondo la presente invenzione puo inoltre comprendere una sequenza polinucleotidica codificante una
proteina di interesse. La sequenza polinucleotidica codificante la proteina di interesse pud essere esogena o
endogena. La sequenza polinucleotidica codificante la proteina di interesse puo essere integrata nel cromosoma
dell'ospite o  pud  essere non-integrata in  un  vettore, tipicamente un  plasmide.
In una forma di realizzazione la cellula secondo la presente invenzione esprime una proteina di interesse.
"Proteina di interesse" nel contesto della presente descrizione intende riferirsi al polipeptide per l'espressione,
solitamente un polipeptide ricombinante. Tuttavia, la proteina di interesse pud essere una proteina endogena
espressa da un gene endogeno nella cellula ospite.

Come qui usato, un "polipeptide ricombinante" si riferisce a una proteina che ¢ costruita o prodotta usando la
tecnologia del DNA ricombinante. La proteina di interesse pud essere una sequenza esogena identica a una
proteina endogena o una sua versione mutata, ad esempio con attivitd biologica attenuata, o suo frammento,
espressa da un vettore esogeno. In alternativa, la proteina di interesse pud essere una proteina eterologa,
normalmente non espressa dalla cellula ospite.
La proteina di interesse pud essere qualsiasi proteina adatta compresa una proteina terapeutica, profilattica o
diagnostica.

La persona esperta sarebbe facilmente in grado di testare la proteina secreta per vedere se la proteina ¢
correttamente piegata usando metodi ben noti nella tecnica, come G HPLC proteico, dicroismo circolare, NMR,
i metodi di cristallografia a raggi X e di misurazione dell'affinita  all'epitopo.
In una forma di realizzazione la proteina di interesse ¢ utile nel trattamento di malattie o disturbi tra cui disturbi
immunologici e/o malattie autoimmuni.

In una forma di realizzazione la malattia autoimmune ¢ selezionata da encefalomielite acuta disseminata
(ADEM), leucoencefalite emorragica necrotizzante acuta, morbo di addison, agammaglobulinemia, alopecia
areata, amiloidosi, vasculite ANCA-associata, spondilite anchilosante, nefrite anti-GBM/anti-TBM, sindrome

antifosfolipide (APS), angioedema autoimmune, anemia aplastica autoimmune, disautonomia autoimmune,
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epatite autoimmune, iperlipidemia autoimmune, immunodeficienza autoimmune, malattia autoimmune
dell'orecchio interno (AIED), miocardite autoimmune, pancreatite autoimmune, retinopatia autoimmune, porpora
trombocitopenica autoimmune (ATP), malattia tiroidea autoimmune, orticaria autoimmune, neuropatie assonali ¢
neuronali, malattia di Balo, malattia di Behget, pemfigoide bolloso, cardiomiopatia, malattia di Castleman,
celiachia, malattia di Chagas, sindrome da stanchezza cronica, polineuropatia demielinizzante infiammatoria
cronica (CIDP), ostomelite multifocale ricorrente cronica (CRMO), sindrome Churg-Strauss , pemfigo
cicatriziale/pemfigoide mucoso benigno, morbo di Crohn, sindrome di Cogans, malattia da agglutinina fredda,
blocco cardiaco congenito, miocardite di coxsackie, malattia CREST, crioglobulinemia mista essenziale,
neuropatie demielinizzanti, dermatite erpetiforme, dermatomiosite, morbo di devic (neuromielite ottica),
cardiomiopatia dilatativa , lupus discoidale, sindrome di dressler, endometriosi, fibrosi angiocentrica eosinofila,
fascite eosinofila, eritema nodoso, encefalomielite allergica sperimentale, sindrome di Evans, fibromialgia,
alveolite fibrosante, arterite a cellule giganti (arterite temporale), glomerulonefrite, sindrome di Goodpasture,
granulomatosi con poliangioite (GPA) vedere sindrome di Wegener, malattia di Graves, sindrome di Guillain-
Barre, encefalite di Hashimoto, tiroidite di Hashimoto, anemia emolitica, porpora di Henoch-Schonlein, herpes
gestationis, ipogammaglobulinemia, nefritopatia idiopatica ipocomplementemica tubulointestinale, porpora
trombocitopenica idiopatica (ITP), nefropatia a IgA , malattia correlata a IgG4, malattia sclerosante correlata a
IgG4, lipoproteine immunoregolatorie, aneurisma inflammatorio aortico, pseudotumore infiammatorio, miosite
con corpi inclusi, diabete insulino-dipendente (tipo 1), cistite interstiziale, artrite giovanile, diabete giovanile,
sindrome di Kawasaki, tumore di Kuttner, Sindrome di Lambert-Eaton, vasculite leucocitoclastica, lichen planus,
lichen sclerosus, congiuntivite lignea, malattia lineare da IgA (LAD), Lupus (LES), malattia di Lyme, fibrosi
cronica mediastinica, malattia di meniere, poliangite microscopica, sindrome di Mikulicz, malattia del tessuto
connettivo misto (MCTD), ulcera di Mooren, malattia di Mucha-Habermann, fibrosclerosi multifocale, sclerosi
multipla, miastenia grave, miosite, narcolessia, neuromielite ottica (Devic's), neutropenia, pemfigoide cicatriziale
oculare, neurite ottica, malattia di Ormond (fibrosi retroperitoneale), reumatismo palindromico, PANDAS

(Disturbi neuropsichiatrici autoimmuni pediatrici associati a Streptococcus), degenerazione cerebellare
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paraneoplastica, polineuropatie paraproteinemiche, emoglobinuria parossistica notturna (PNH), sindrome di
Parry Romberg, sindrome di Parsonnage-Turner, planite di pars (uveite periferica), pemfigo volgare, periaortite,
periarterite, neuropatia periferica, encefalomielite perivenosa, anemia perniciosa, sindrome di POEMS,
poliartrite nodosa, sindromi polighiandolari autoimmuni di tipo I, II e III, polimialgia reumatica, polimiosite,
sindrome da infarto post-miocardico, sindrome postpericardiotomica, dermatite da progesterone, cirrosi biliare
primitiva, colangite sclerosante primitiva, psoriasi, artrite psoriasica, fibrosi polmonare idiopatica, pioderma
gangrenoso, aplasia pura delle cellule rosse, fenomeno di Raynauds, distrofia simpatica riflessa, sindrome di
Reiter, policondrite recidivante, sindrome delle gambe senza riposo, fibrosi retroperitoneale (malattia di
Ormond), febbre reumatica, artrite reumatoide, tiroidite di Riedel, sarcoidosi, sindrome di Schmidt, sclerite,
scleroderma, sindromedi Sjogrens, autoimmunitd spermatica e testicolare, sindrome della persona rigida,
endocardite batterica subacuta (SBE), sindrome di Susac, oftalmia simpatica, arterite di Takayasu, arterite
temporale/arterite a cellule giganti, trombotica, porpora trombocitopenica (TTP), sindrome di Tolosa-Hunt,
mielite trasversa, colite ulcerativa, malattia del tessuto connettivo indifferenziato (UCTD), uveite, vasculite,
dermatosi vescicolobulosa, vitiligine, macroglobulinemia di Waldenstrom, anemia emolitica tiepida idiopatica e
granulomatosi di Wegener (ora chiamata Granulomatosi con poliangite (GPA).

In una forma di realizzazione il disturbo neurologico ¢ selezionato da polineuropatia demiclinizzante
inflammatoria cronica (CIDP), sindrome di Guillain-Barre, polineuropatie paraproteinemica, neuromielite ottica
(NMO, disturbi dello spettro NMO o malattie dello spettro NMO), e miastenia grave.

In una forma di realizzazione il disturbo ematologico immunologico ¢ selezionato tra porpora trombocitopenica
idiopatica (ITP), porpora trombotica trombocitopenica (TTP), anemia emolitica tiepida idiopatica, sindrome di
Goodpasture, ¢ mancata corrispondenza tra donatore e trapianto a causa di anticorpi anti-HLA.
In una forma di elaborazione la malattia ¢ selezionata tra miastenia grave, neuro-mielite ottica, CIDP, Sindrome
di Guillaume-Barre, Poli Neuropatia paraproteinemica, Epilessia refrattaria, ITP/TTP, anemia emolitica,
Sindrome di Goodpasture, disfunzione ABO, nefrite da Lupus, vasculite renale, scleroderma, alveolite

fibrosante, cardiomiopatia dilatativa, malattia di Grave, diabete di tipo 1, diabete autoimmune, pemfigo,
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scleroderma, lupus, vasculite ANCA, dermatomiosite, malattia di Sjogren e artrite reumatoide.

In una forma di realizzazione il disturbo dermatologico ¢ selezionato tra pemfigoide bolloso, pemfigo volgare,
vasculite associata a ANCA e cardiomiopatia dilatativa.

In una forma di realizzazione gli anticorpi o frammenti secondo la presente descrizione possono essere impiegati
nella profilassi o nel trattamento di malattie alloimmuni associate a trapianto di organi o di tessuti allogenici o in
certe condizioni neonatali.

La proteina pud essere un polipeptide proteoliticamente sensibile, cio¢ proteine che sono inclini ad essere
tagliate, suscettibili di taglio, o tagliate da uno o piu batteri gram-negativi, come E. coli, proteasi, sia nello stato
nativo che durante la secrezione. In una forma di realizzazione la proteina di interesse ¢ proteoliticamente
sensibile a una proteasi selezionata tra DegP, Proteasi III e Tsp. In una forma di realizzazione la proteina di
interesse ¢ proteoliticamente sensibile alla proteasi Tsp. In una forma di realizzazione la proteina di interesse &
proteoliticamente sensibile alle proteasi DegP e Proteasi III. In una forma di realizzazione la proteina di interesse
¢ proteoliticamente sensibile alle proteasi DegP e Tsp. In una forma di realizzazione la proteina di interesse ¢
proteoliticamente sensibile alle proteasi Tsp e Proteasi III. In una forma di realizzazione la proteina di interesse ¢
proteoliticamente sensibile alle proteasi DegP, Proteasi I e Tsp.
Preferibilmente la proteina ¢ un polipeptide eucariotico.
a proteina di interesse espressa dalle cellule secondo l'invenzione puo, per esempio essere un immunogeno, una
proteina di fusione comprendente due proteine eterologhe o un anticorpo. Gli anticorpi da utilizzare come
proteine di interesse includono anticorpi monoclonali, multivalenti, multi-specifici, umanizzati, completamente
umani o chimerici. L'anticorpo puo essere di qualsiasi specie, ma ¢ preferibilmente derivato da un anticorpo
monoclonale, un anticorpo umano o un frammento umanizzato. L'anticorpo puo essere derivato da qualsiasi
classe (ad esempio IgG, IgE, IgM, IgD o IgA) o sottoclasse di molecole di immunoglobuline e pud essere
ottenuto da qualsiasi specie tra cui topo, ratto, squalo, coniglio, maiale, criceto, cammello, lama, capra o uomo.
Parti del frammento di anticorpo possono essere ottenute da piu di una specie, ad esempio i frammenti di

anticorpi possono essere chimerici. In un esempio le regioni costanti sono di una specie ¢ le regioni variabili di
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un'altra.

L'anticorpo puo essere una molecola anticorpale completa avente catene a lunghezza totale pesanti e leggere o un
loro frammento, ad esempio VH, VL, VHH, Fab, Fab modificato, Fab’ , F (ab") 2, Fv, frammento scFv, o un
anticorpo a doppia specificita, come Fab-dAb o Fab-Fv, come descritto in W02009/040562 ¢ W02010/035012.
In una forma di realizzazione la proteina ¢ un Fab'.

L'anticorpo puo essere specifico per qualsiasi antigene bersaglio. L'antigene pud essere una proteina associata
alla cellula, ad esempio una proteina di superficie cellulare su cellule come cellule batteriche, cellule di lievito,
cellule T, cellule endoteliali o cellule tumorali, o puod essere una proteina solubile. Antigeni di interesse possono
essere anche qualsiasi proteina clinicamente rilevante come quelle proteine sovraregolate durante una malattia o
infezione, per esempio recettori e/o i loro ligandi corrispondenti. Esempi particolari di proteine di superficie
cellulare includono molecole di adesione, ad esempio integrine come integrine Bl ad esempio VLA-4, E-
selectina, P selectina o L-selectina, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD11a, CD11b, CD18, CD19, CD20,
CD23, CD25, CD33, CD38, CD40, CD40L, CD45, CDW52, CD69, CD134 (0X40), ICOS, BCMP7, CD137,
CD27L, CDCPI1, CSF1 o Recettore CSF1, DPCR1, DPCRI, dudulina2 , FLJ20584, FLJ40787, HEK2,
KIAA0634, KIAA0659, KIAA1246, KIAA1455, LTBP2, LTK, MAL2, MRP2, tipo-nettina2, NKCCI1, PTK7,
RAIGI1, TCAMI, SC6, BCMP101, BCMP84, BCMP11, DTD, antigene carcinoembrionale (CEA) , globulina di
grasso di latte umano (HMFGI e 2), antigeni MHC di classe I ¢ MHC di classe II, KDR ¢ VEGEF, e, quando
opportuno, loro recettori.

Gli antigeni solubili includono interleuchine come IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, IL-13, IL-14,
IL-16 o IL-17, come IL17A e/o IL17F, antigeni virali per esempio antigeni del virus respiratorio sinciziale o
antigeni del citomegalovirus, immunoglobuline, come IgE, interferoni come l'interferone o, 1’interferone f o
I’interferone v, il fattore di necrosi tumorale TNF (precedentemente noto come fattore di necrosi tumorale- o),
fattore di necrosi tumorale-f, fattori stimolanti la colonia come G-CSF o GM-CSF, e fattori di crescita derivati
da piastrine come PDGF-a, ¢ PDGF-B e, ove appropriato, i loro recettori. Altri antigeni includono antigeni di

superficie delle cellule batteriche, tossine batteriche, virus come l'influenza, EBV, HepA, B e C, agenti di
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bioterrorismo, radionuclidi e metalli pesanti, veleni di serpente e ragno e tossine.
In una forma di realizzazione 1’antigene ¢ FcRn.

Gli anticorpi per l'uso nella presente divulgazione si possono ottenere usando qualsiasi metodo adatto noto nella
tecnica. Il polipeptide/proteina FcRn comprendente proteine di fusione e suoi mutanti, comprese le cellule
(ricombinanti o naturalmente) che esprimono il polipeptide (come le cellule T-attivate) pud essere usato per
produrre anticorpi che riconoscono specificamente FcRn. Il polipeptide puo essere il polipeptide "maturo” o un
suo frammento o derivato biologicamente attivo. La proteina umana ¢ registrata in Swiss-Prot con il numero
P55899. In una forma di realizzazione 1'immunogeno ¢ la catena alfa FcRn o un suo frammento.

I polipeptidi, per 1'uso per immunizzare un ospite, possono essere preparati mediante processi ben noti nella
tecnica da cellule ospite geneticamente ingegnerizzate comprendenti sistemi di espressione o possono essere
recuperati da fonti biologiche naturali. Nella presente domanda, il termine "polipeptidi" include peptidi,
polipeptidi e proteine. Questi sono usati in modo intercambiabile se non diversamente specificato. Il polipeptide
FcRn puo in alcuni casi essere parte di una proteina piu grande come una proteina di fusione, ad esempio fuso
con un tag di affinita.

Si possono ottenere anticorpi generati contro il polipeptide FcRn, quando ¢ necessaria 'immunizzazione di un
animale, somministrando i polipeptidi ad un animale, preferibilmente un animale non umano, usando protocolli
di routine e ben noti, si veda ad esempio Handbook of Experimental Immunology, D. M. Weir (ed.), Vol 4,
Blackwell Scientific Publishers, Oxford, England, 1986). Possono essere immunizzati molti animali a sangue
caldo, come conigli, topi, ratti, pecore, mucche, cammelli o maiali. Tuttavia, topi, conigli, maiali e ratti sono
generalmente piu adatti.

In una forma di realizzazione, l'anticorpo puo essere usato per alterare funzionalmente l'attivita dell'antigene di
interesse. Ad esempio, l'anticorpo pud neutralizzare, antagonizzare o agonizzare l'attivita di detto antigene,
direttamente o indirettamente o semplicemente bloccare il legame del ligando normale ad esso.
La presente invenzione fornisce anche una cellula batterica gram-negativa ricombinante comprendente un gene

Tsp mutato, in cui il gene Tsp mutato codifica per una proteina Tsp avente attivita proteasica ridotta o ¢ un gene
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Tsp mutato knockout, un gene mutante spr che codifica per un spr mutante, un gene in grado di esprimere o
sovraesprimere una o proteine in grado di facilitare il ripiegamento proteico e una sequenza polinucleotidica
codificante un anticorpo o un suo frammento legante 1'antigene specifico per FcRn.

Vari frammenti e anticorpi anti-FcRn sono mostrati nelle sequenze da 36 a 74.

In una forma di realizzazione la catena pesante comprende 1,2 o 3 CDR selezionati
indipendentemente tra le SEQ ID NO: 36, 37 e 38.
In una forma di realizzazione la catena leggera comprende 1, 2 o 3 CDR selezionati indipendentemente tra le
SEQ ID NO: 39, 40 e 41.

In una forma di realizzazione la catena pesante di anticorpo comprende la sequenza data in SEQ ID NO: 36 per
CDR-H1, la sequenza data in SEQ ID NO: 37 per CDR-H2 ¢ la sequenza data in SEQ ID NO: 38 per CDRH3.

In una forma di realizzazione la catena leggera di anticorpo comprende la sequenza data in SEQ ID NO: 39 per
CDR-L1, la sequenza data in SEQ ID NO: 40 per CDR-L2 ¢ la sequenza data in SEQ ID NO: 41 per CDRL3.

In una forma di realizzazione la catena pesante di anticorpo comprende la sequenza indicata in SEQ ID NO: 36
per CDR-HI, la sequenza indicata in SEQ ID NO: 37 per CDR-H2, la sequenza indicata in SEQ ID NO: 38 per
CDRH3, la sequenza indicata in SEQ ID NO: 39 per CDR-L1, la sequenza indicata in SEQ ID NO: 40 per CDR-
L2 e la sequenza indicata in SEQ ID NO: 41 per CDRL3.

In una forma di realizzazione la cellula esprime una molecola anticorpale con una sequenza qui descritta.
Le molecole anticorpali includono anticorpi e loro frammenti leganti.

Opportunamente, 'anticorpo umanizzato secondo la presente invenzione ha un dominio variabile comprendente
regioni di struttura di accettori umani nonché uno o piu dei CDR qui forniti specificamente. Pertanto, in una
forma di realizzazione ¢ fornito un anticorpo umanizzato che lega FcRn umano in cui i domini variabili
comprendono regioni di struttura accettrici umane e CDR di donatori non umani. In un esempio il dominio
variabile della catena leggera comprende la sequenza data in SEQ ID NO: 50 e il dominio variabile catena
pesante comprende la sequenza data in SEQ ID NO: 58. In un esempio la catena leggera comprende la sequenza

data in SEQ ID NO: 54 ¢ la catena pesante comprende la sequenza data in SEQ ID NO: 62.
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Dopo l'espressione, i frammenti di anticorpi possono essere ulteriormente elaborati, ad esempio mediante
coniugazione con un'altra entita come una molecola effettrice.
Il termine molecola effettrice come qui usato include, ad esempio, agenti antineoplastici, farmaci, tossine (come
tossine enzimaticamente attive di origine batterica o vegetale e loro frammenti ad esempio ricina ¢ relativi
frammenti) proteine biologicamente attive, ad esempio enzimi, altro anticorpo o frammenti di anticorpo,
polimeri sintetici o presenti in natura, acidi nucleici ¢ loro frammenti ad esempio DNA, RNA ¢ loro frammenti,
radionuclidi, in particolare radioioduro, radioisotopi, metalli chelati, nanoparticelle e gruppi reporter come
composti fluorescenti o composti che possono essere rilevati da NMR o spettroscopia ESR. La molecola
effettrice pud essere attaccata all'anticorpo o suo frammento con qualsiasi metodo adatto, per esempio un
frammento di anticorpo puod essere modificato per attaccare almeno una molecola effettrice come descritto in
WO005/003171 o WO0O05/003170 (il cui contenuto ¢ qui incorporato da riferimento). W005/003171 o
WO005/003170 descrivono anche opportune molecole effettrici.
In una forma di realizzazione I'anticorpo o il suo frammento, come un Fab, ¢ PEGilato per generare un prodotto
con le proprieta richieste, ad esempio simili a tutti gli anticorpi, se necessario. Ad esempio, l'anticorpo puod
essere un anti-TNF-o Fab’ PEGilato, come descritto in WO 01/094585, preferibilmente collegato a uno dei
residui di cisteina all'estremita C-terminale della catena pesante un gruppo derivato da lisil-maleimmide in cui
ciascuno dei due gruppi amminici del residuo lisilico ha legato covalentemente ad esso un residuo metossipoli
(etilenglicole) avente un peso molecolare di circa 20.000 Da, tale che il peso molecolare medio totale dei residui
di metossipoli (etilenglicole) ¢ circa 40.000Da, piu preferibilmente il gruppo derivato da lisil-maleimmide ¢ [1-
[[12-[[3-(2,5-diosso-1-pirrolidinil)-1-ossopropil] ammino] etil] ammino]-carbonil]-1, 5-pentandiil] bis
(imminocarbonile).

In una forma di realizzazione un Fab o Fab’ secondo la presente descrizione € coniugato con una molecola di
albumina di siero umano 0 una molecola di amido.
La cellula puo anche comprendere ulteriori sequenze di polinucleotidi che codificano una o piu proteine di

interesse.
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Inoltre sono qui descritte cellule in cui una o piu proteine ospite di E. coli che nel tipo selvatico sono note per co-
purificare con la proteina ricombinante di interesse durante la purificazione sono selezionate per la
modificazione genetica, come descritto in Humphreys et al. "Engineering of Escherichia coli to improve the
purification of periplasmic Fab' fragments: changing the pl of the chromosomally encoded PhoS/PstS protein",
Protein Expression e Purification 37 (2004) 109-118 ¢ WO004/035792 (il cui contenuto € incorporato qui per
riferimento). L'uso di tali proteine ospite modificate migliora il processo di purificazione per le proteine di
interesse, in particolare di anticorpi, prodotti in E. coli alterando le proprieta fisiche di proteine di E. coli
selezionate in modo che non siano piu co-purificante con l'anticorpo ricombinante. Preferibilmente, la proteina
E.coli che viene alterata ¢ scelta tra una o piu delle proteine leganti il fosfato (PhoS / PstS), la proteina legante
del dipeptide (DppA), la  proteina legante il maltosio (MBP) e la tioredoxina.
In un esempio, una proprieta fisica di una proteina ospite contaminante ¢ alterata mediante 1'aggiunta di un tag
amminoacidico al C-terminale o al N-terminale. In una forma di realizzazione preferita, la proprieta fisica che ¢
alterata ¢ il punto isoelettrico e il tag amminoacidico ¢ un tag di acido poli-aspartico attaccato al C-terminale. In
una forma di realizzazione le proteine di FE.coli alterate dall'aggiunta di tale tag sono la proteina legante
dipeptidi (DppA), la proteina legante il maltosio (MBP), la proteina legante tioredoxina e fosfato (PhoS / PstS).
In una forma di realizzazione specifica, il pI della proteina legante fosfato di E. coli (PhoS / PstS) ¢ ridotto da 7,2
a 5,1 mediante 'aggiunta di un tag di acido poliaspartico (polyD), contenente 6 residui di acido aspartico al
terminale C.

E anche descritta la modifica di specifici residui della proteina E. coli contaminante per alterarne le proprieta
fisiche, da sola o in combinazione con l'aggiunta di Tag N o C terminali. Tali cambiamenti possono includere
inserzioni o delezioni per alterare la dimensione della proteina o sostituzioni di amminoacidi per alterare il pI o
I’idrofobicita. Questi residui possono essere localizzati sulla superficie della proteina. In una forma di
realizzazione, particolari residui di superficie della proteina PhoS sono alterati al fine di ridurre il pl della
proteina. Residui che sono ritenuti essere importanti nel legame al fosfato (Bass, US 5,404,472) sono evitati al

fine di mantenere una proteina PhoS funzionale.
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Preferibilmente, sono bersagliati i residui di lisina che proiettano lontano dalla superficie della proteina o sono in
prossimita di grandi gruppi di residui basici. In un esempio, la proteina PhoS ha un tag di esa-acido poliaspartico
attaccato al terminale C, mentre i residui di superficie all'estremita opposta della molecola sono destinati alla
sostituzione. Preferibilmente, residui di lisina selezionati sono sostituiti con acido glutammico o acido aspartico
per conferire un maggiore potenziale di variazione del pl rispetto a quando si cambiano i residui neutri in acidi.
La designazione di una sostituzione mutante qui consiste in una lettera seguita da un numero seguito da una
lettera.

La prima lettera indica I'aminoacido nella proteina selvatica. II numero si riferisce alla posizione
dell'amminoacido in cui ¢ effettuata la sostituzione dell'amminoacido, e la seconda lettera designa l'amminoacido
usato per sostituire 1'amminoacido selvatico. Nelle mutazioni preferite di PhoS nella presente invenzione i
residui di lisina (K) 275, 107, 109, 110, 262, 265, 266, 309, 313 sono sostituiti con acido glutammico (E) o
glutammina (Q), come mutazioni singole o combinate, inoltre, la lisina (K) 318 puo essere sostituita con 1'acido
aspartico (D) come mutazione singola o combinata. Preferibilmente le mutazioni singole sono K262E, K265E e
K266E. Preferibilmente le mutazioni combinate sono K265 / 266E e K110/265/266E. Piu preferibilmente, tutte
le mutazioni sono combinate con il tag di acido poliaspartico (polyD) attaccato al C-terminale ¢ opzionalmente
anche con la sostituzione K318D. In un ulteriore esempio, le mutazioni determinano una riduzione del pl di
almeno 2 unita. Preferibilmente le mutazioni riducono il pI di PhoS da 7,2 a tra circa 4 e circa 5,5. In un esempio
il pI della proteina PhoS di E. coli ¢ ridotto da 7,2 a circa 4,9, circa 4,8 e circa 4,5 utilizzando le mutazioni poliD
K318D, poliD K265/266E e poliD K110/265/266E rispettivamente.

Il polinucleotide codificante per la proteina di interesse pud essere espresso come fusione con un altro
polipeptide, preferibilmente una sequenza segnale o un altro polipeptide avente un sito di taglio specifico all'N-
terminale del polipeptide maturo. La sequenza segnale eterologa selezionata dovrebbe essere una sequenza che ¢
riconosciuta ed elaborata dalla cellula ospite. Per le cellule ospite procariotiche che non riconoscono e
processano la sequenza segnale del polipeptide eucariotico o nativo, la sequenza segnale ¢ sostituita con una

sequenza segnale procariotica. Sequenze segnale idonee includono OmpA, PhoA, LamB, PelB, DsbA e DsbC.
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La costruzione di vettori adatti contenenti uno o pit dei componenti sopra elencati impiega
tecniche standard di ligazione. Plasmidi isolati o frammenti di DNA sono tagliati, adattati, e ri-
ligati nella forma desiderata per generare i plasmidi richiesti.
In una forma di realizzazione, ¢ impiegata una cassetta di espressione nella presente invenzione per trasportare il
polinucleotide codificante per la proteina di interesse che tipicamente comprende una o piu sequenze codificanti
proteine, che codificano una o piu proteine di interesse e una o piu sequenze di regolazione dell’espressione. Le
una o piu sequenze di regolazione dell’espressione possono includere un promotore. Le una o piu sequenze di
regolazione dell’espressione possono anche includere una regione 3' non tradotta come una sequenza di
terminazione. Promotori adatti sono discussi in maggior dettaglio di seguito.
In una forma di realizzazione, la cellula secondo la presente invenzione comprende un vettore, come un
plasmide. Il vettore preferibilmente comprende una o piu delle cassette di espressione come sopra definite.
Nella forma di realizzazione in cui la proteina di interesse ¢ un anticorpo comprendente
entrambe le catene pesanti ¢ leggere, la linea cellulare puo essere trasfettata con due vettori,
un primo vettore che codifica un polipeptide a catena leggera e un secondo vettore che codifica
un polipeptide a catena pesante. In alternativa, pud essere usato un vettore singolo, il vettore includendo
sequenze che codificano polipeptidi a catena leggera e catena pesante.
Il vettore per 1'uso nella presente invenzione puod essere prodotto inserendo una cassetta di espressione come
definita sopra in un vettore adatto. In alternativa, le sequenze regolazione dell’espressione per dirigere
l'espressione della sequenza polinucleotidica codificante una proteina di interesse, possono essere contenute nel
vettore e quindi puo essere richiesta solo la regione codificante del polinucleotide per completare il vettore.

Esempi di vettori che possono essere impiegati per trasformare la cellula ospite con
un polinucleotide secondo l'invenzione includono: un plasmide, come pBR322 o pACYCI184, e/o
un vettore virale come fago batterico, un elemento genetico trasponibile come un trasposone.
Sono disponibili molte forme di vettore di espressione. Tali vettori di solito comprendono

un'origine plasmidica della replicazione del DNA, un marcatore antibiotico selezionabile un
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promotore e un terminatore trascrizionale separati da un sito di multi-clonazione (cassetta di espressione) e
una sequenza di DNA codificante per un sito di legame ribosomiale.
I promotori impiegati nella presente invenzione possono essere direttamente legati al relativo polinucleotide o, in
alternativa, possono essere collocati in una posizione appropriata, ad esempio in un vettore tale che quando il
relativo polipeptide ¢ inserito, il relativo promotore puod agire sullo stesso. In una forma di realizzazione il
promotore si trova prima della porzione codificante del polinucleotide su cui agisce, ad esempio un promotore
adatto prima di ciascuna porzione polinucleotidica codificante. "Prima" come qui usato ¢ inteso implicare che il
promotore si trova al 5 primo in relazione alla porzione di polinucleotide codificante.

I promotori possono essere endogeni o esogeni alle cellule ospite. Promotori adatti
includono lac, tac, trp, phoA, Ipp, Arab, tet e T7.
Uno o pit promotori impiegati possono essere promotori inducibili.

Le unita di espressione per 'uso in sistemi batterici, generalmente contengono anche una sequenza ribosomale
Shine-Dalgarno (S. D.) operativamente legata al DNA che codifica il polipeptide di interesse.
Il vettore di espressione preferibilmente comprende anche un messaggio dicistronico per produrre 1’anticorpo o
un suo frammento che lega 1’antigene come descritto in W003/048208 o W02007/039714 (il cui contenuto ¢
qui incorporato per riferimento). Preferibilmente il cistrone a monte contiene il DNA codificante la catena
leggera dell'anticorpo e il cistrone a valle contiene il DNA codificante la corrispondente catena pesante, e la
sequenza intergenica dicistronica (IGS) preferibilmente comprende una sequenza selezionata tra IGS1 (SEQ ID
NO: 38), IGS2 (SEQ ID NO: 39), IGS3 (SEQ ID NO: 40) e IGS4 (SEQ ID NO: 41).

I terminatori possono essere endogeni o esogeni alle cellule ospiti. Un terminatore adatto ¢ rrnB.

Ulteriori regolatori trascrizionali adatti inclusi promotori e terminatori ¢ metodi di targeting proteico si possono
trovare in "Strategies for Achieving High-Level Expression of Genes in Escherichia coli" Savvas C. Makrides,
Microbiological Reviews, Sept 1996, p 512-538.

La molecola anticorpale puo essere secreta dalla cellula o indirizzata al periplasma mediante opportune sequenze

segnale. In alternativa, le molecole anticorpali possono accumularsi all'interno del citoplasma della cellula.
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Preferibilmente la molecola anticorpale ¢ indirizzata al periplasma.

Forme di realizzazione dell’invenzione qui descritte con riferimento al polinucleotide si applicano ugualmente a
forme di realizzazione alternative dell'invenzione, ad esempio vettori, cassette di espressione e/o cellule ospite
comprendenti i componenti ivi impiegati, fintanto che I’aspetto rilevante possa essere ad essi applicato.

La presente invenzione fornisce anche un metodo per produrre una proteina ricombinante di interesse
comprendente esprimere la proteina ricombinante di interesse in una cellula batterica gram-negativa
ricombinante come descritto sopra per la presente invenzione.
La proteina batterica gram-negativa di interesse preferibilmente impiegata nel metodo della
presente invenzione ¢ descritta in dettaglio sopra.
Quando il polinucleotide codificante la proteina di interesse ¢ esogeno, il polinucleotide puo essere incorporato
nella cellula ospite usando qualsiasi mezzo adatto noto nella tecnica. Tipicamente, il polinucleotide ¢ incorporato
come parte di un vettore di espressione che viene trasformato nella cella. Di conseguenza,
inun aspetto la cellula secondo la presente invenzione comprende una cassetta di espressione
comprendente il polinucleotide codificante la proteina di interesse.
La sequenza polinucleotidica pud essere trasformata in una cellula usando tecniche standard, ad esempio
impiegando cloruro di rubidio, PEG o elettroporazione.

Come ulteriormente descritto qui, il metodo pud anche impiegare un sistema di selezione per facilitare la
selezione di cellule stabili che sono state trasformate con successo con il polinucleotide codificante la proteina di
interesse. Il sistema di selezione impiega tipicamente la co-trasformazione di una sequenza polinucleotidica che
codifica un marcatore di selezione. In un esempio, ciascun polinucleotide trasformato nella cellula comprende
inoltre una sequenza polinucleotidica che codifica uno o piu marcatori di selezione. Di conseguenza, la
trasformazione del polinucleotide codificante per la proteina di interesse e gli uno o piu polinucleotidi codificanti
per il nmarcatore avviene insieme e il sistema di selezione pud essere impiegato per
selezionare quelle cellule che producono le proteine desiderate.

Le cellule in grado di esprimere gli uno o piu marcatori sono in grado di sopravvivere/crescere/moltiplicarsi in
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determinate condizioni artificialmente imposte, ad esempio 'aggiunta di una tossina o di un antibiotico, grazie
alle proprieta fornite dal componente polipeptide/gene o polipeptide del sistema di selezione incorporato (ad
esempio resistenza agli antibiotici). Quelle cellule che non possono esprimere uno o pitt marcatori non sono in
grado di sopravvivere/crescere/moltiplicarsi nelle condizioni imposte artificialmente. Le condizioni imposte
artificialmente  possono essere scelte per essere pil 0 meno vigorose, come richiesto.
Qualsiasi sistema di selezione adatto puo essere impiegato nella presente invenzione. In genere il sistema di
selezione pud essere basato sull'inclusione nel vettore di uno o piu geni che forniscono resistenza ad un
antibiotico noto, ad esempio un gene della resistenza alla tetraciclina, al cloramfenicolo, alla kanamicina o
all’ampicillina. Le cellule che crescono in presenza di un antibiotico adatto possono essere selezionate in quanto
esprimono sia il gene che conferisce resistenza all'antibiotico sia la proteina desiderata.
In una forma di realizzazione, il metodo secondo la presente invenzione comprende inoltre la fase di coltivare la
cellula  trasformata in un terreno  per  esprimere cosi la  proteina di  interesse.
Puo essere usato un sistema di espressione inducibile o un promotore costitutivo noto per esprimere la proteina
di interesse. Sistemi di espressione inducibili adatti e promotori costitutivi sono ben noti nella tecnica.
Puo essere usato qualsiasi terreno adatto per coltivare la cellula trasformata. Il terreno puo essere adattato per
uno specifico sistema di selezione, ad esempio il terreno pud comprendere un antibiotico, per consentire solo a
quelle  cellule che sono state trasformate con  successo per crescere nel terreno.
Le cellule ottenute dal mezzo possono essere sottoposte a ulteriore screening e/o purificazione secondo necessita.
Il metodo puod inoltre comprendere uno o piu passaggi per estrarre e purificare la proteina di interesse come
richiesto.

Il polipeptide pud essere recuperato dal ceppo, incluso dal citoplasma, dal periplasma, dal sovranatante.
In una forma di realizzazione 1’anticorpo ¢ isolato dal periplasma.

In una forma di realizzazione la  velocita di alimentazione post induzione ¢ compresa
tra 5 e 7,5 g/ora, ad esempio circa 7 g/ora.

Il/i metodo/i specifico/i usato/i per purificare una proteina dipende/ono dal tipo di proteina. Metodi idonei
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includono il frazionamento su colonne di immuno-affinita o di scambio ionico; precipitazione con etanolo;
HPLC a fase inversa; cromatografia di interazione idrofobica; cromatografia su = silice;
cromatografia su una resina a scambio ionico come S-SEPHAROSE ¢ DEAE; chromatofocusing;
precipitazione con solfato di ammonio; e filtrazione di gel.
Gli anticorpi possono essere opportunamente separati dal terreno di coltura e/o estratto di citoplasma e/o estratto
di periplasma mediante procedure di purificazione di anticorpi convenzionali quali, ad esempio, protein A-
Sepharose, cromatografia di proteina G, cromatografia di proteina L, tiofilica, resine a modalita mista, His -tag,
FLAGTag, cromatografia su idrossiapatite, elettroforesi su gel, dialisi, cromatografia per affinita, solfato di
ammonio, etanolo o frazionamento/precipitazione con PEG, membrane a scambio ionico, cromatografia ad
adsorbimento a  letto  espanso (EBA) o  cromatografia a  letto  mobile  simulato.
Il metodo puo anche includere un'ulteriore fase di misurazione della quantita di espressione della proteina di
interesse ¢ selezione di cellule con livelli di espressione elevati della proteina di interesse.
Il metodo puo anche includere una o piu fasi successive di trattamento a valle come la PEGilazione della
proteina di interesse, quale un anticorpo 0 frammento di anticorpo.
Una o piu fasi del metodo qui descritto possono essere eseguite in combinazione in un contenitore adatto quale
un bioreattore.

Gli anticorpi e i frammenti secondo la presente descrizione possono essere impiegati nel trattamento o nella
profilassi.

Quando tecnicamente opportuno, si possono combinare forme di realizzazione dell'invenzione. Le forme di
realizzazione sono qui descritte come comprendenti certe caratteristiche/elementi. La descrizione si estende
anche a forme di realizzazione separate che consistono o consistono essenzialmente in dette
caratteristiche/elementi. I riferimenti tecnici qui, come brevetti e applicazioni sono qui incorporati per
riferimento.

La presente invenzione ¢ ulteriormente descritta solo a titolo illustrativo nei seguenti esempi, che si riferiscono

alle Figure allegate.

Jacopo de Benedetti
USBM-043R B



- 56 -

ESEMPI

Esempio 1: Generazione di Linee Cellulari

La generazione di MXE016 e MXEO017 ¢ fornita in WO2011/086136.

Generazione di plasmidi per I’espressione anti-FcRn Fab' ¢ anti-FcRn Fab' con FkpA, anti-FcRn Fab' con
skp e anti-FcRn Fab con espressione di entrambi FkpA e skp

E 'stato costruito un plasmide contenente entrambe le sequenze di catena leggera e pesane di un anti-FcRn Fab
(SEQ ID NO: 63 e 55, rispettivamente). Il plasmide pTTOD 1519.g57 Fab', ¢ stato costruito usando metodologie
convenzionali di clonazione a restrizione che possono essere trovate in Sambrook et al 1989, olecular cloning: a
laboratory manual. CSHL press, N.Y. Il plasmide pTTOD 1519.g57 Fab’ conteneva le seguenti caratteristiche:
una sequenza di promotore forte tac e operatore /ac. Il plasmide conteneva un sito di restrizione EcoRI unico
dopo la regione codificante la catena pesante di Fab’, seguita da una sequenza non codificante contenente un sito
di legame al ribosoma forte e quindi un sito di restrizione Ndel unico.

I geni per la catena leggera e la catena pesante di Fab sono stati trascritti come un unico messaggio
policistronico. Il DNA codificante per il peptide segnale dalla proteina OmpA di E. coli, che ha diretto la
traslocazione dei polipeptidi nel periplasma di E. coli, ¢ stato fuso all'estremita 5 ' di entrambe le sequenze dei
geni della catena leggera e della catena pesante. La trascrizione ¢ stata terminata utilizzando un terminatore di
trascrizione doppio rruB tit2. 11 gene laclg codificava la proteina repressore Lac I costitutivamente espressa.
Questo ha represso la trascrizione dal promotore tac fino a quando la de-repressione ¢ stata indotta mediante
presenza di allolattosio o IPTG. L'origine della replicazione utilizzata era p15A, che manteneva un numero basso
di copie. Il plasmide conteneva un gene di resistenza alla tetraciclina per la selezione antibiotica.
Il plasmide pTTOD 1519.g57 Fab’ FkpA, un vettore di espressione per 1'anti-FcRn Fab e FkpA (un polipeptide
periplasmico), ¢ stato costruito legando FkpA al termine 3' della sequenza Fab' di pTTOD 1519.g57 Fab’ usando
i siti EcoRI e Ndel (vedere Figura 7d). L'FkpA (SEQ ID NO: 30) ¢ stato costruito sinteticamente per rimuovere 2
siti Puv II, un sito Sful, un sito BamHI e un EcoRI, in modo tale che il nuovo costrutto codificasse per un sito

EcoRI al 5 ' seguito da un forte sito di legame ribosomiale, seguito dal codone di inizio nativo, sequenza segnale
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e sequenza matura di FkpA, terminando con un His-tag C-terminale e infine un forte sito di legame al ribosoma
seguito da un sito Ndel non codificante. Il frammento di restrizione EcoRI-Ndel ¢ stato digerito e ligato nel
vettore di espressione in modo tale che tutti e tre i polipeptidi: catena leggera Fab, catena pesante Fab e FkpA
fossero stati codificati su un singolo mRNA policistronico.
Il plasmide pTTOD 1519.g57 Fab’ Skp, un vettore di espressione per 1'anti-FcRn Fab e Skp (un polipeptide
periplasmatico), ¢ stato costruito legando skp al termine 3' della sequenza Fab del plasmide pTTOD 1519.g57
Fab' usando i siti EcoRI e Ndel. Lo skp (SEQ ID NO: 34) ¢ stato costruito sinteticamente per rimuovere 4 siti Pst
I ¢ un sito EcoRV, in modo tale che il nuovo costrutto codificasse per un sito EcoRI 5 'seguito da un sito di
legame ribosomiale forte, seguito da un codone di inizio nativo, una sequenza del segnale e una sequenza matura
di Skp, terminando in un His-tag C-terminale e infine un sito di legame al ribosoma forte
seguito da un sito Ndel non codificante. Il frammento di restrizione EcoRI-Ndel ¢ stato digerito
e ligato nel vettore di espressione in modo tale che tutti e treipolipeptidi: catena leggera Fab, catena
pesante Fab’ e skp fossero codificati su un singolo mRNA policistronico.
Il plasmide pTTOD 1519.g57 Fab’ FkpA Skp, un vettore di espressione per l'anti-FcRn Fab, FkpA e Skp
(entrambi polipeptidi periplasmatici), ¢ stato costruito legando Skp nel plasmide pTTOD 1519.g57 Fab' FkpA, al
termine 3' della Sequenza FkpA usando il sito Ndel. Lo Skp (SEQ ID NO: 34) ¢ stato costruito sinteticamente
per rimuovere 4 siti Pst I e un sito EcoRV, in modo tale che il costrutto codificasse per un sito Ase I includendo
il codone di inizio nativo, la sequenza segnale e la sequenza matura di skp, terminando in un His-tag C-terminale
e infine un sito Ndel non codificante. Il frammento di restrizione Asel-Ndel ¢ stato digerito e ligato nel vettore di
espressione in modo tale che tutti e quattro i polipeptidi: catena leggera Fab, catena pesante Fab,
FkpA e Skp fossero codificati su un singolo mRNA policistronico.
Fermentazione di pTTOD 1519.g57 Fab', pTTOD 1519.g57 Fab' FkpA, pTTOD 1519.g57 Fab' Skp e pTTOD
1519.g57 Fab' FkpA skp in E.coli W3110, MXEO12 (E. coli W3110 spr H145A), MXEOQ16 (E. coliW3110 ATsp,
spr C94A) e MXEO17 (E. coli W3110 ATsp, spr H145A). I ceppi di E. coli W3110, MXEO012, MXEO016 e

MXEOQ017 sono stati trasformati con i plasmidi pTTOD 1519.g57 Fab', pTTOD 1519.g57 Fab' FkpA, pTTOD
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1519.g57 Fab'Skp e pTTOD 1519.g57 Fab' FkpA Skp generati nell'esempio 1. La trasformazione dei
ceppi ¢ stata effettuata utilizzando il metodo trovato in Chung CT et al Transformation and
storage of bacterial cells in the same solution. PNAS 86:2172-2175 (1989). Questi ceppi
trasformati SOno stati saggiati per l'espressione mediante fermentazione.
Esempio 2: Effetto dei chaperones sull'espressione di Fab: I ceppi mostrati in Figura 1 sono stati saggiati in
esperimenti di  fermentazione di 1L e 2.5L  confrontando I'espressione di  Fab’
Terreno di crescita, fasi di inoculo e fermentazione. Il processo di fermentazione ¢ stato avviato preparando
un inoculo da una fiala della banca cellulare e amplificando attraverso diversi stadi pre-coltura (fiasche e
reattori) prima della semina nel fermentatore di produzione. Nel fermentatore di produzione, le cellule sono state
coltivate in terreno definito ad alta densita in modalita batch e fed-batch. Quando ¢ stata raggiunta la densita
cellulare desiderata, 1'espressione di Fab’ ¢ stata indotta mediante l'aggiunta di IPTG. L'espressione di Fab' ¢
indirizzata allo spazio periplasmatico di E. coli, dove Fab' si accumula durante il corso della fase di induzione. E
stata applicata un’alimentazione di una fonte di carbonio durante la fase di induzione per controllare
l'espressione la crescita delle cellule. Temperatura, ossigeno disciolto (pO2) e pH sono stati controllati per
mantenere la coltura in condizioni di coltura ottimali.

Misura della concentrazione della biomassa e del tasso di crescita. La concentrazione della biomassa ¢ stata
determinata misurando la densita ottica delle colture a 600 nm.
Estrazione periplasmatica. Le cellule sono state raccolte da campioni di colture mediante centrifugazione. La
frazione sovranatante ¢ stata mantenuta (a -20 © C) per ulteriori analisi. La frazione di pellet cellulare ¢ stata
risospesa al volume di coltura originale in tampone di estrazione (100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 7,4).
Dopo incubazione a 60°C per circa 10-12 ore, l'estratto ¢ stato chiarificato mediante centrifugazione e la frazione
di sovranatante ¢ stata usata fresca o conservata (a -20°C) per analisi.
Quantificazione di Fab’. Sono state determinate le concentrazioni di Fab' negli estratti periplasmatici e nei
sovranatanti della coltura usando la HPLC proteina G. Una colonna HiTrap Protein-G HP da 1 ml (GE-

Healthcare o equivalente) ¢ stata caricata con 1’analita (pH circa neutro, 30°C, 0,2 pum filtrata) a 2 ml/min, la
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colonna ¢ stata lavata con fosfato 20 mM, 50 mM NaCl pH 7,4 e quindi Fab' ¢ stato eluito utilizzando
un'iniezione di 50 mM di glicina / HCl a pH 2,7. Il Fab’ ¢ stato misurato con A280 su un sistema HPLC Agilent
1100 o 1200 e quantificato facendo riferimento a una curva standard di una proteina Fab’ purificata di
concentrazione nota.

La Figura 1 mostra i risultati di 46 fermentazioni in scala SL effettuate con varie combinazioni di cellule ospite
e "chaperone". W3110 ¢ un ceppo selvatico di £ coli . le varie combinazioni erano: selvatico senza chaperone,
selvatico con FkpA e Skp, MXEO016 mutante spr ¢ A Tsp pubblicati in WO2011/086136, MXEO016 e FkpA,
MXEO016 e Skp, MXEO016 e FkpA e Skp, MXEO017 rivelati in WO2011/086136, MXEO017 e FkpA e Skp.

I risultati mostrano che MXEO16, MXEO016 e FkpA, MXE016 ¢ FkpA e Skp, e MXEO17 e FkpA e Skp
presentavano i migliori livelli di espressione.

Esempio 3: Effetto della velocita di alimentazione post induzione

L'effetto di tre diverse velocita di alimentazione post induzione 5.4, 6,0 e 7,0g/ora ¢ stato saggiato su MXEO016 ¢
MXEO016 + FkpA.

Terreno di crescita, fasi di inoculo e fermentazione. Il processo di fermentazione ¢ stato avviato preparando
un inoculo da una fiala della banca cellulare e amplificando attraverso diversi stadi pre-coltura (fiasche e
reattori) prima della semina del fermentatore di produzione. Nel fermentatore di produzione, le cellule sono state
coltivate in terreni definiti ad alta densita in modalita batch e fed-batch. Quando ¢ stata raggiunta la densita
cellulare desiderata, 1'espressione di Fab’ ¢ stata indotta dall'aggiunta di IPTG. L'espressione di Fab’ ¢ indirizzata
allo spazio periplasmatico di E. coli, dove Fab' si accumula durante il corso della fase di induzione. E stata
applicata un’alimentazione di fonte di carbonio durante la fase di induzione per controllare 1’espressione e la
crescita delle cellule, in questo esperimento la velocita di alimentazione era impostata su tre setpoint separati
(mostrato in figura). Temperatura, ossigeno disciolto (pO2) e pH sono stati controllati per mantenere la coltura in
condizioni di coltura ottimali.

La Figura 2 mostra il ceppo MXEOQ16 trasformato con plasmidi che non esprimono chaperone o FkpA. La

figura mostra l'effetto di aumento della velocita di alimentazione post induzione sulla produzione e ritenzione di
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Fab’ nel periplasma sia con che senza FkpA. I dati mostrano che quando la velocita di alimentazione ¢ aumentata
senza l'espressione FkpA, il Fab’ prodotto in eccesso ¢ perso nel sovranatante. Questo avviene con
l'espressione di FkpA in cui il Fab' supplementare prodotto a velocita di alimentazione piu elevate € trattenuto
all'interno del periplasma risultando in un titolo piu alto.
Esempio 4: Analisi della resa e della vitalita cellulare

Le figure 3A e B mostrano l'effetto sulla vitalita cellulare e il titolo di Fab' in MXEO16 trasformato con plasmidi
che non esprimono chaperone o FkpA in scala 20L. La Figura 3A mostra che la vitalita cellulare ¢ inferiore dove
non ¢ presente FkpA. 3b mostra che i titoli di Fab' erano piu alti e meno variabili per MXE016 + FkpA.

La Figura 4 mostra che il titolo piu alto con MXEO016 + FkpA risulta nel 30% in piu di Fab' dopo il recupero del
prodotto Fab’ primario.

Le figure 5 e 6 mostrano western SDS-PAGE e anti-his-tag di campioni dal recupero primario di MXE016 senza
chaperone e MXE(016 con espressione FkpA.

I campioni sono stati caricati in base alla concentrazione di Fab’ con 1 pg di Fab' caricato per corsia. I gel erano
Tris-Glycine Novex al 4-20% e venivano fatti funzionare in condizioni non riducenti a 125 V per 2 ore. I gel
sono stati colorati con Sypro Ruby stain e fotografati. I Western Blot sono stati trasferiti su una membrana PVDF
utilizzando un sistema Invitrogen iBlot e quindi bloccati con una soluzione di caseina al 1%. Le membrane sono
state poi esaminate con un anticorpo coniugato anti-his HRP (Novagen). I blot sono stati quindi sviluppati con la

soluzione ECL e con l'utilizzo di un HyperProcesser di Amersham Life Sciences.
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LISTA DI SEQUENZA

<110> UCB Pharma S.A

<120> Cellula ricombinante batterica per espressione proteica
<130> G0164-WO
<150> GB1208367.1
<151>2012-05-14

<160> 82

<170> versione PatentIn 3.5

<210>1
<211>2049
<212>DNA

<213> Escherichia coli

<400> 1
atgaacatgt

ttcgetgtag
catgcgacgg
gacctcegate
agccacaacg
ggcgatgaac
aagcgccgtt
accggcaacg
gagttgaacg
ggaaaaacgg
cgtctggege
gaaatcgacc
atgagtttgt
atcaattcga
aaaattgtcg
gatgatgtgg
cctgetggta
gaagaccgcg
gatattccgg
gaaaaacaga

actgaagccg

tttttaggcet
aagatatcac
taagtgagcg
aggcatttte
tgctgetgge
tgcgttcagg
ttgagcgtta
acacttataa
cgctgtggga
ataaagaaat
aaaccaacag
cgcataccaa
cgctggaagg
tggtggcagg
gtgttggtca
ttgccttaat
aagggaccaa
cggttaaaat
gcttctatgt
atgtcagcag

tatcgctcte

taccgegtta
gcgtgetgat
cgtaacgtcg
ggccaaaatce
aagcgatgtt
caaactcgac
ccagtacgct
ccttgaccge
cagtaaagtc
tcgtgaaacc
cgaagatgtt
ctatctttecc
tattggecgeca
tggtccggea
aacaggcaag
taaagggccg
gacccgtact
gtcggtgaag
gggtttgaca
cgtcatcatc

cggtetgttt

gctggectge
caaattccgg
cgcttcacce
tttgaceget
gaacagttcg
gttttctacg
ttgtcggtac
agcaaagcgc
aaattcgacg
ctgactcgee
ttctegetgg
ccgcgtaata
gtgctgcaaa
gcgaagagta
ccgatggttg
aagggcagta
gtaacgttga
accgtcggta
gacgatgtca
gacctgcgta

attcctgegg

ttgcaatagce
tattaaagga
gttctcatta
acctgaatcet
cgaaaaagaa
atctctacaa
tggaaaagcc
cctggeccgaa
agttaagccet
gctacaaatt
caatgacggce
ccgaacagtt
tggatgatga
aagctatcag
acgtgattgg
aagttcgtct
cccgtgaacg
aagagaaagt
aagtgcaact

gcaatggcgg

gtcccattgt

aggccagacc
agagacgcag
tcgecagtte
gctegattac
aaccgagtta
tctggcgcaa
gatggatttc
aaacgaggct
gaagctgaca
tgccattegt
gtttgegegt
caacactgaa
ctacaccgtt
cgttggtgac
ctggcegtett
ggaaatttta
tattcgtctce
cggegtgcetg
gcagaaactg
tggggegtta

tcaggtecege

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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gataacaacg
ccgetggtgg
atgcaggatt
cagcaatacc
ctgggttctg
cgtaaaggcg
gagaaattcg
tcaggagatt
aaagatcctg
aagcgcaata
gcgacgcegte
aaactggatg
aatatcgcac

gtcaagtaa
<210>2

<211> 680
<212>PRT

gcaaggttcg
tgctggttga
acggtcgtge
gttcattgaa
tgcagtacac
taacgccaga
aagataacgce
taacggccett
agttccagaa
tcgtttetet
tggcgegttt
atctaccgaa

tcgatctgge

<213> Escherichia coli

<400> 2

Met Phe Phe Arg Leu

1

Gln Thr

Leu Lys

35

Phe
50

Arg

Ser Ala

65

Asn Val

Glu Leu

Phe

Glu

Thr

Lys

Leu

Gly

5

Ala
20

Val
Glu Thr
Arg Ser
Ile

Phe

Ala
85

Leu

Asp Glu

100

Thr

Glu

Gln

His

Asp

70

Ser

Leu

tgaagatagc
ccgcttcagt
gctggttgtg
ccgtatttac
gatccagaaa
catcatcatg
gctgeegtgg
tgaaccggag
catcatgaag
gaattacgct
gaacgaacgc
agattaccag

gaagcttgaa

Ala Leu

Ile

Asp

Ala
40

His

Tyr
55

Arg
Arg Tyr
Val

Asp

Arg Ser

- 62 -

gataccgacg
gcttcggett
ggtgaaccga
gatcagatgt
ttctategeg
ccgacgggta
gatagcattg
ctgctgaagg
gatatcgecge
gtgcgtgaga
tttaaacgcg
gagccggatc

aaagccagac

Ala Gly Leu

10

Thr
25

Arg Ala

Thr Val Ser

Gln Phe Asp

Leu
75

Leu Asn

Glu Gln

90

Phe

Gly Leu

105

Lys

gacaggtttt
cagaaatctt
cgtttggtaa
tacgtcctga
ttaacggcgg
atgaagaaac
atgcecgegac
aacataatgc
gcttcaacge
aagagaataa
aaggtaaacc
cttatctgga

ccgeggaaca

Leu Ala

Asp Gln

30

Glu Arg

45

Leu
60

Asp
Leu Asp
Ala

Lys

Asp Val

Ile

Ile

Val

Gln

Tyr

Lys

Phe

ctataaaggc
tgcecgeggea
aggcaccgtt
atggccagcg
cagtacgcaa
ggaaacgggt
ttatgtgaaa
gcgtatcegeg
tatgaaggac
tgaagatgat
ggagttgaag
tgagacggtg

acccgcectcce

Ala
15

Gly
Pro Val
Thr Ser
Ala

Phe

His
80

Ser

Lys Thr

95

Tyr Asp

110

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2049
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Leu

Leu

Asn

145

Asn

Leu

Tyr

Phe

Asn

225

Leu

Thr

Ala

Pro

Ile

305

Gly

Arg

Glu

Tyr

Ser

130

Leu

Ala

Thr

Lys

Ser

210

Tyr

Ser

val

Ile

Met

290

Lys

Lys

Leu

Lys

Asn

115

Val

Asp

Leu

Gly

Phe

195

Leu

Leu

Leu

Ile

Ser

275

val

Gly

Gly

Glu

Vval
355

Leu

Leu

Arg

Trp

Lys

180

Ala

Ala

Ser

Glu

Asn

260

Val

Asp

Pro

Thr

Asp

340

Gly

Ala

Glu

Ser

Asp

165

Thr

Ile

Met

Pro

Gly

245

Ser

Gly

Val

Lys

Lys

325

Arg

val

Gln

Lys

Lys

150

Ser

Asp

Arg

Thr

Arg

230

Ile

Met

Asp

Ile

Gly

310

Thr

Ala

Leu

Lys

Pro

135

Ala

Lys

Lys

Arg

Ala

215

Asn

Gly

Val

Lys

Gly

295

Ser

Arg

val

Asp

Arg

120

Met

Pro

val

Glu

Leu

200

Phe

Thr

Ala

Ala

Ile

280

Trp

Lys

Thr

Lys

Ile
360

Arg

Asp

Trp

Lys

Ile

185

Ala

Ala

Glu

val

Gly

265

Val

Arg

Vval

Val

Met

345

Pro

63

Phe

Phe

Pro

Phe

170

Arg

Gln

Arg

Gln

Leu

250

Gly

Gly

Leu

Arg

Thr

330

Ser

Gly

Glu

Thr

Lys

155

Asp

Glu

Thr

Glu

Phe

235

Gln

Pro

Val

Asp

Leu

315

Leu

val

Phe

Arg

Gly

140

Asn

Glu

Thr

Asn

Ile

220

Asn

Met

Ala

Gly

Asp

300

Glu

Thr

Lys

Tyr

Tyr

125

Asn

Glu

Leu

Leu

Ser

205

Asp

Thr

Asp

Ala

Gln

285

Val

Ile

Arg

Thr

vVal
365

Gln

Asp

Ala

Ser

Thr

190

Glu

Pro

Glu

Asp

Lys

270

Thr

Val

Leu

Glu

val

350

Gly

Tyr

Thr

Glu

Leu

175

Arg

Asp

His

Met

Asp

255

Ser

Gly

Ala

Pro

Arg

335

Gly

Leu

Ala

Tyr

Leu

160

Lys

Arg

Val

Thr

Ser

240

Tyr

Lys

Lys

Leu

Ala

320

Ile

Lys

Thr

Jacopo de Benedetti
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Asp

Ser

385

Ala

Val

Gln

Ala

Ala

465

Tyr

Pro

Asn

Pro

Ala

545

Asp

Ile

Phe

Val

Asp

370

val

Val

Arg

vVal

Ser

450

Leu

Arg

Ala

Gly

Thr

530

Leu

Leu

Ala

Asn

Val

Ile

Ser

Asp

Phe

435

Ala

Val

Ser

Leu

Gly

515

Gly

Pro

Thr

Lys

Ala

595

Glu

Lys

Ile

Leu

Asn

420

Tyr

Ser

val

Leu

Gly

500

Ser

Asn

Trp

Ala

Asp

580

Met

Lys

val

Asp

Ser

405

Asn

Lys

Glu

Gly

Asn

485

Ser

Thr

Glu

Asp

Phe

565

Pro

Lys

Glu

Gln

Leu

390

Gly

Gly

Gly

Ile

Glu

470

Arg

Val

Gln

Glu

Ser

550

Glu

Glu

Asp

Asn

Leu

375

Arg

Leu

Lys

Pro

Phe

455

Pro

Ile

Gln

Arg

Thr

535

Ile

Pro

Phe

Lys

Asn

Gln

Ser

Phe

Val

Leu

440

Ala

Thr

Tyr

Tyr

Lys

520

Glu

Asp

Glu

Gln

Arg

600

Glu

Lys

Asn

Ile

Arg

425

Val

Ala

Phe

Asp

Thr

505

Gly

Thr

Ala

Leu

Asn

585

Asn

Asp

64 -

Leu

Gly

Pro

410

Glu

Val

Ala

Gly

Gln

490

Ile

val

Gly

Ala

Leu

570

Ile

Ile

Asp

Glu

Gly

395

Ala

Asp

Leu

Met

Lys

475

Met

Gln

Thr

Glu

Thr

555

Lys

Met

Val

Ala

Lys

380

Gly

Gly

Ser

vVal

Gln

460

Gly

Leu

Lys

Pro

Lys

540

Tyr

Glu

Lys

Ser

Thr

Gln

Ala

Pro

Asp

Asp

445

Asp

Thr

Arg

Phe

Asp

525

Phe

Val

His

Asp

Leu

605

Arg

Asn

Leu

Ile

Thr

430

Arg

Tyr

Val

Pro

Tyr

510

Ile

Glu

Lys

Asn

Ile

590

Asn

Leu

Vval

Thr

Val

415

Asp

Phe

Gly

Gln

Glu

495

Arg

Ile

Asp

Ser

Ala

575

Ala

Tyr

Ala

Ser

Glu

400

Gln

Gly

Ser

Arg

Gln

480

Trp

Val

Met

Asn

Gly

560

Arg

Arg

Ala

Arg
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610

Leu Asn Glu

625

Asp Asp Leu

Thr Val Asn

Ala Glu Gln

Arg Phe

Lys

615

Arg Glu

630

Pro Lys

645

Ile
660

Ala

Pro Ala

675

<210>3
<211>2048
<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

Asp

Leu

Pro

Tyr Gln

Asp Leu

Val Lys
680

<223> gene mutato knockout Tsp

<400> 3
atgaattcgt

taattgtaga
atgcgacggt
acctcgatca
gccacaacgt
gcgatgaact
agcgccegttt
ccggcaacga
agttgaacgc
gaaaaacgga
gtctggcgcea
aaatcgaccc
tgagtttgtce
tcaattcgat
aaattgtcgg
atgatgtggt
ctgctggtaa

aagaccgcgce

ttttaggett
agatatcacg
aagtgagcgce
ggcatttteg
gctgectggea
gcgttcagge
tgagcgttac
cacttataac
gctgtgggac
taaagaaatt
aaccaacagc
gcataccaac
gctggaaggt
ggtggecaggt
tgttggtcaa
tgccttaatt
agggaccaag

ggttaaaatg

accgegttag
cgtgetgatce
gtaacgtcge
gccaaaatct
agcgatgttg
aaactcgacg
cagtacgctt
cttgaccgca
agtaaagtca
cgtgaaaccc
gaagatgttt
tatcttteccce
attggcgcag
ggtcecggcag
acaggcaagc
aaagggccga
acccgtactg

tcggtgaaga

- 65 -

Gly Lys Pro
635

Glu Pro Asp
650

Ala Lys Leu

665

ctggeccetget
aaattccggt
gcttcacceg
ttgaccgcta
aacagttcgce
ttttctacga
tgtcggtact
gcaaagcgcce
aattcgacga
tgactcgeceg
tctegetgge
cgcgtaatac
tgctgcaaat
cgaagagtaa
cgatggttga
agggcagtaa
taacgttgac

ccgteggtaa

620

Glu Leu Lys Lys Leu

640

Pro Tyr Leu Asp Glu

655

Glu Lys Ala Arg Pro
670

tgcaatagca
attaaaggaa
ttctcattat
cctgaatctg
gaaaaagaaa
tctctacaat
ggaaaagccg
ctggccgaaa
gttaagcctg
ctacaaattt
aatgacggcg
cgaacagttc
ggatgatgac
agctatcagc
cgtgattgge
agttcgtctg
ccgtgaacgt

agagaaagtc

ggccagacat
gagacgcagc
cgccagtteg
ctcgattaca
accgagttag
ctggcgcaaa
atggatttca
aacgaggctg
aagctgacag
gccattegte
tttgcgegtg
aacactgaaa
tacaccgtta
gttggtgaca
tggcgtcettg
gaaattttac
attcgtcteg

ggcgtgetgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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atattccggg
aaaaacagaa
ctgaagccgt
ataacaacgg
cgctggtggt
tgcaggatta
agcaataccg
tgggttctgt
gtaaaggcgt
agaaattcga
caggagattt
aagatcctga
agcgcaatat
cgacgcgtct
aactggatga
atatcgcact

tcaagtaa
<210> 4
<211> 2889
<212> DNA

cttctatgtg
tgtcagcagce
atcgctctcee
caaggttcgt
gctggttgac
cggtegtgeg
ttcattgaac
gcagtacacg
aacgccagac
agataacgcg
aacggccttt
gttccagaac
cgtttctctg
ggcgegtttg
tctaccgaaa

cgatctggeg

<213> Escherichia coli

<400> 4

atgcceccgea
agtcaggcag
aaccgccagt
ccgcaggcag
gaggcgtacc
tacccgecagg
agcactgcgce
gcggtagacce
cgtgagegta
atggcacagg

ggtaacctcg

gcacctggtt
aaacgggatg
atcaggctat
ttaaatcgcet
aggggctgge
ctgacagtct
cgtatcgcac
gcectggecga
atgeggtgaa
tcagcgcaga

aaactttaag

ggtttgacag
gtcatcatcg
ggtctgttta
gaagatagcg
cgcttcagtg
ctggttgtgg
cgtatttacg
atccagaaat
atcatcatgce
ctgcegtggg
gaaccggagc
atcatgaagg
aattacgctg
aacgaacgct
gattaccagg

aagcttgaaa

caaagcatta
gcagccgatt
acgtctggat
ctcggegetg
acattacctt
ggccgaatat
ggctttctat
tgctattgcet
cgetgaatta
aaccattaac

cgacaaacct

- 66 -

acgatgtcaa
acctgcgtag
ttcectgeggg
ataccgacgg
cttcggette
gtgaaccgac
atcagatgtt
tctatcgegt
cgacgggtaa
atagcattga
tgctgaagga
atatcgecgeg
tgcgtgagaa
ttaaacgcga
agccggatcce

aagccagace

ttgttgttag
caggaaacca
aacggtatgg
gtggtgccceg
gaacatatga
ctcaaaatge
ctggaagttg
gaacctttge
accatggege
ccggcacacce

ggtaatccgg

agtgcaactg
caatggcggt
tccecattgtt
acaggttttc
agaaatcttt
gtttggtaaa
acgtcctgaa
taacggcggce
tgaagaaacg
tgcecgegact
acataatgcg
cttcaacgcet
agagaataat
aggtaaaccg
ttatctggat

cgcggaacaa

ttgccctttg
tcecgtaaaag
tggtcttget
ttgggtcgcet
gtctgatggg
acggcggtag
agaacgacgc
tcgacaagaa
gtacgegtga
ccggttcaaa

tgcagcaggce

cagaaactgg
ggggcgttaa
caggtccgeg
tataaaggcc
gccgecggcaa
ggcaccgttc
tggccagege
agtacgcaac
gaaacgggtg
tatgtgaaat
cgtatcgcga
atgaaggaca
gaagatgatg
gagttgaaga
gagacggtga

ccegeteceg

ggcaccctta
tgataaagat
ggtttctgat
ggaagatccc
gtcgaaaaag
tcacaatgcc
cttgcetggt
atatgccgaa
cgggatgege
gttttectggt

gctgaaagat

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2048

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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ttccacgaga
ctgccggagt
aaaaaaccgg
tacgtccctg
gcgaagttcc
ggtacacttt
gatcctatceg
ggecctggeta
gaaaaaggca
cgttatcecgt
cgcgttectg
gcagtaaagg
ccgaaagagce
atcagcgcac
ccagagctta
gaccatccag
tattttgecca
gacagcgecce
gatcagttaa
ggccttatgg
ctcgaggggt
tataaccaga
gcgcagatge
tccattacgt
gagtttatgg
caaaaacagt
aaaaaacaat
gtatttgtac
cagatcgtac
gtgtttgegt

aatgataaac

agtactattc
tggcaaaaat
aaatcaccgt
cgctgeegeg
gtagtaaaac
ctgactggct
tcaacggcaa
atcgcgatca
ttgataaaca
cgatcacccg
ttgagcatac
aacgtctggce
cgcacaacaa
aaactttcgce
acccttatat
agctgattgt
gcgagcccaa
gcaatcaggt
gcaaccaggc
ttaatgctaa
actttagcecta
tgatggattc
tctcgecaagt
tgaaagaggt
ttatcggcaa
tgggcgcetga
ccgtcatcett
cgactggcta
agcegtggtt
ttccaatgag

agccttcatt

cgccaatttg
ggcggceggac
gccggtagtce
taaagtgttg
cgatgaattg
gcaaaagcag
cagcggegta
ggttgtggeg
atacttcgat
tgatatggat
gctggatgca
gatgatgacg
aacggcttac
cgactggcag
tcctgatgat
tgatgagtcg
agctgatgtce
gatgtttgeg
gtcggttggt
tggttacacc
taccgctacg
cgcagaaaag
gccegtactte
gctggcctat
catgaccgag
tggttcagag
tgaaaaagcce
cgatgaatac
ctacaatcag
cgtggggegt

cttgtgggag

- 67 -

atgaaggcgg
acctttggtce
accgacgcgce
cgcgttgagt
attacctatc
ggattagttg
ttagcgatct
gcaattttta
gaactggcga
tacgtcgaat
gtcaatattg
ccgcagaatg
tttgtegatg
aaaaaagccg
ttctcgetga
aatctgegeg
agcctgattt
ctcaatgatt
ggcataagtt
cagcgtctge
gaagatcagc
ggtaaagcgt
tcgecgagatg
cgcgacgcect
gcccaggcaa
tggtgtcgaa
ggtaacagca
accagctcag
ttgegtacceg
cagtggggca

cgttacaagg

ttatttacag
gcgtgecgaa
aaaagggcat
ttcgcatcga
tgattggcaa
agggcattag
ctgegtettt
gctatctcaa
atgtgctgga
ggctggcaga
ccgatcggta
cgcegtatetg
cgccgtatca
ccgacattge
ttaagtcaga
tggtgtatge
tgcgtaatce
atctcgcagg
tttccaccaa
cgcagetgtt
ttgagcaggce
ttgagcaggce
aacggcgtaa
taaaatcagg
caacgctggce
acaaagatgt
ccgactcege
cctatagcete
aagaacaatt
tgggcttect

cgtttttece

taataaaccg
caaagagagc
tatcattcat
taacaactca
tcgcagecca
cgccaactcce
aaccgataaa
tectgttacgt
tatcgacttc
taccatgatt
cgatgctaaa
gtatatcage
ggtcgataaa
gctctetttg
gaagaaatac
gccaagccgt
gaaagccatg
gctggegett
cgctaacaac
ccaggcattg
gaagtcetgg
gattatgccce
aattttgcce
ggctcgacca
acgcgatgtg
agtggtcgat
actggcageg
tctgttgggg
gggctatgee
tttgcaaagce

aaccgcagag

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

Jacopo de Benedetti

USBM-043R B



gcaaaattgc
cagatgctgce
gatcgcggceca
acgccgcaaa
attctgtcege
tggaaagtgt

aatgagtga
<210>5
<211> 962
<212>PRT

gagcgatgaa
aggcaccgca
atatgcgett
aacttgctga
agatttccgg

gggagaacgt

<213> Escherichia coli

<400> 5

Met Pro Arg Ser Thr

1

Trp Ala

Thr Ile

Leu Asp

Lys Ser

65

Glu Ala

Gly Ser

Met His

Phe Tyr

130

Leu Ala

145

Arg Glu

Pro

Arg

Asn

Leu

Tyr

Lys

Gly

115

Leu

Asp

Arg

5

Leu Ser

20

Lys Ser

Gly Met

Ser Ala

Gln Gly

85

Lys
100

Tyr
Gly Ser
Glu

Val

Ala Tle

Trp

Gln

Asp

Val

Leu

70

Leu

Pro

His

Glu

Ala

gccagatgag
aacgctcgge
cgattcgegt
tttcttccat
cagccagaac

cagcgcegttg

Phe Lys

Ala Glu

Lys Asp

40

Val
55

Leu

Val

Val

Ala

His

Gln

Ala

Ala
120

Asn

Asn
135

Asp

Glu Pro

150

Asn Ala

Val

Asn Ala

Ala

Thr

25

Asn

Leu

Pro

Tyr

Asp

105

Ser

Ala

Leu

Glu

- 68 -

tttgcgcaaa
gaagaagcat
gataaaatcg
caggcggtgg
gggaaagccg

cagcaaacaa

Leu Leu

10

Gly Trp

Arg Gln

Val Ser

Val Gly

75

Leu Glu

90

Ser Leu

Thr Ala

Leu Pro

Leu Asp

155

Leu Thr

tccagcagge
cgaagttaag
tggcccagat
tcgagccgeca
aatatgtaca

tgccectgat

Leu Leu Val

Gln Ile

30

Pro

Gln
45

Tyr Ala

Asp Pro Gln

Ser Leu Glu

His Met Ser

Ala Glu Tyr

110

Pro Tyr

125

Gly Ala Val

140

Lys Lys Tyr

Met Ala

Arg

Arg

ggtaattacc
taaagatttc
aaaactgctg
aggcatggct
ccctgaagge

gagtgaaaag

Ala
15

Leu

Gln Glu

Ile Arg

Ala Val

Asp Pro

Leu Met

95

Leu Lys

Thr Ala

Asp Arg

Ala Glu

160

Thr Arg

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2889
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Asp

His

Lys

Tyr

225

Leu

Asn

Ala

val

Ser

305

Gly

Ser

Ile

Val

Asp

385

Arg

Gly

Pro

Pro

210

Tyr

Pro

Lys

Gln

Leu

290

Lys

Thr

Ala

Ser

Ala

370

Lys

Tyr

Met

Gly

195

Gly

Ser

Glu

Glu

Lys

275

Arg

Thr

Leu

Asn

Ala

355

Ala

Gln

Pro

Arg

180

Ser

Asn

Ala

Leu

Ser

260

Gly

val

Asp

Ser

Ser

340

Ser

Ile

Tyr

Ser

165

Met

Lys

Pro

Asn

Ala

245

Lys

Ile

Glu

Glu

Asp

325

Asp

Leu

Phe

Phe

Ile
405

Ala

Phe

Val

Leu

230

Lys

Lys

Ile

Phe

Leu

310

Trp

Pro

Thr

Ser

Asp

390

Thr

Gln

Ser

Gln

215

Met

Met

Pro

Ile

Arg

295

Ile

Leu

Ile

Asp

Tyr

375

Glu

Arg

Val

Gly

200

Gln

Lys

Ala

Glu

His

280

Ile

Thr

Gln

vVal

Lys

360

Leu

Leu

Asp

Ser

185

Gly

Ala

Ala

Ala

Ile

265

Tyr

Asp

Tyr

Lys

Asn

345

Gly

Asn

Ala

Met

69

170

Ala

Asn

Leu

Val

Asp

250

Thr

Val

Asn

Leu

Gln

330

Gly

Leu

Leu

Asn

Asp
410

Glu

Leu

Lys

Ile

235

Thr

Val

Pro

Asn

Ile

315

Gly

Asn

Ala

Leu

Val

395

Tyr

Thr

Glu

Asp

220

Tyr

Phe

Pro

Ala

Ser

300

Gly

Leu

Ser

Asn

Arg

380

Leu

Val

Ile

Thr

205

Phe

Ser

Gly

Vval

Leu

285

Ala

Asn

val

Gly

Arg

365

Glu

Asp

Glu

Asn

190

Leu

His

Asn

Arg

Val

270

Pro

Lys

Arg

Glu

Val

350

Asp

Lys

Ile

Trp

175

Pro

Ser

Glu

Lys

val

255

Thr

Arg

Phe

Ser

Gly

335

Leu

Gln

Gly

Asp

Leu
415

Ala

Asp

Lys

Pro

240

Pro

Asp

Lys

Arg

Pro

320

Ile

Ala

Val

Ile

Phe

400

Ala
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Asp

Ile

Met

His

465

Ile

Ala

Leu

Glu

Glu

545

Asp

Gly

Ser

Tyr

Phe

625

Tyr

Ala

Thr

Ala

Thr

450

Asn

Ser

Leu

Ile

Ser

530

Pro

Ser

Leu

Phe

Thr

610

Ser

Asn

Ile

Met

Asp

435

Pro

Lys

Ala

Ser

Lys

515

Asn

Lys

Ala

Ala

Ser

595

Gln

Tyr

Gln

Met

Ile

420

Arg

Gln

Thr

Gln

Leu

500

Ser

Leu

Ala

Arg

Leu

580

Thr

Arg

Thr

Met

Pro
660

Arg

Tyr

Asn

Ala

Thr

485

Pro

Glu

Arg

Asp

Asn

565

Asp

Asn

Leu

Ala

Met

645

Ala

val

Asp

Ala

Tyr

470

Phe

Glu

Lys

val

val

550

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

630

Asp

Gln

Pro

Ala

Arg

455

Phe

Ala

Leu

Lys

Val

535

Ser

Val

Leu

Asn

Gln

615

Glu

Ser

Met

val

Lys

440

Ile

val

Asp

Asn

Tyr

520

Tyr

Leu

Met

Ser

Asn

600

Leu

Asp

Ala

Leu

Glu

425

Ala

Trp

Asp

Trp

Pro

505

Asp

Ala

Ile

Phe

Asn

585

Gly

Phe

Gln

Glu

Ser
665

70 -

His

Val

Tyr

Ala

Gln

490

Tyr

His

Pro

Leu

Ala

570

Gln

Leu

Gln

Leu

Lys

650

Gln

Thr

Lys

Ile

Pro

475

Lys

Ile

Pro

Ser

Arg

555

Leu

Ala

Met

Ala

Glu

635

Gly

Val

Leu

Glu

Ser

460

Tyr

Lys

Pro

Glu

Arg

540

Asn

Asn

Ser

Val

Leu

620

Gln

Lys

Pro

Asp

Arg

445

Pro

Gln

Ala

Asp

Leu

525

Tyr

Pro

Asp

Val

Asn

605

Leu

Ala

Ala

Tyr

Ala

430

Leu

Lys

val

Ala

Asp

510

Ile

Phe

Lys

Tyr

Gly

590

Ala

Glu

Lys

Phe

Phe
670

val

Ala

Glu

Asp

Asp

495

Phe

Val

Ala

Ala

Leu

575

Gly

Asn

Gly

Ser

Glu

655

Ser

Asn

Met

Pro

Lys

480

Ile

Ser

Asp

Ser

Met

560

Ala

Ile

Gly

Tyr

Trp

640

Gln

Arg

Jacopo de Benedetti
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Asp

Ala

Ile

705

Gln

Val

Ser

Glu

Pro

785

Val

Leu

Lys

Asp

Ala

865

Asp

Ile

Vval

Glu

Tyr

690

Gly

Lys

val

Thr

Tyr

770

Trp

Phe

Leu

Ala

Glu

850

Pro

Arg

Lys

val

Arg

675

Arg

Asn

Gln

val

Asp

755

Thr

Phe

Ala

Gln

Phe

835

Phe

Gln

Gly

Leu

Glu
915

Arg

Asp

Met

Leu

Asp

740

Ser

Ser

Tyr

Phe

Ser

820

Phe

Ala

Thr

Asn

Leu

900

Pro

Lys

Ala

Thr

Gly

725

Lys

Ala

Ser

Asn

Pro

805

Asn

Pro

Gln

Leu

Met

885

Thr

Gln

Ile

Leu

Glu

710

Ala

Lys

Leu

Ala

Gln

790

Met

Asp

Thr

Ile

Gly

870

Arg

Pro

Gly

Leu

Lys

695

Ala

Asp

Gln

Ala

Tyr

775

Leu

Ser

Lys

Ala

Gln

855

Glu

Phe

Gln

Met

Pro

680

Ser

Gln

Gly

Ser

Ala

760

Ser

Arg

Val

Gln

Glu

840

Gln

Glu

Asp

Lys

Ala
920

Ser

Gly

Ala

Ser

val

745

Val

Ser

Thr

Gly

Pro

825

Ala

Ala

Ala

Ser

Leu

905

Ile

71

Ile

Ala

Thr

Glu

730

Ile

Phe

Leu

Glu

Arg

810

Ser

Lys

Val

Ser

Arg

890

Ala

Leu

Thr

Arg

Thr
715

Trp

Phe

Val

Leu

Glu

795

Gln

Phe

Leu

Ile

Lys

875

Asp

Asp

Ser

Leu

Pro

700

Leu

Cys

Glu

Pro

Gly

780

Gln

Trp

Leu

Arg

Thr

860

Leu

Lys

Phe

Gln

Lys

685

Glu

Ala

Arg

Lys

Thr

765

Gln

Leu

Gly

Trp

Ala

845

Gln

Ser

Ile

Phe

Ile
925

Glu

Phe

Arg

Asn

Ala

750

Gly

Ile

Gly

Met

Glu

830

Met

Met

Lys

Val

His

910

Ser

val

Met

Asp

Lys

735

Gly

Tyr

Val

Tyr

Gly

815

Arg

Lys

Leu

Asp

Ala

895

Gln

Gly

Leu

Val

Val

720

Asp

Asn

Asp

Gln

Ala

800

Phe

Tyr

Pro

Gln

Phe

880

Gln

Ala

Ser
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- 72 -

Gln Asn Gly Lys Ala Glu Tyr Val His Pro Glu Gly Trp Lys Val Trp

930

935

940

Glu Asn Val Ser Ala Leu Gln Gln Thr Met Pro Leu Met Ser Glu Lys
950

945

Asn Glu
<210>6
<211> 2889
<212> DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> gene mutato knockout Proteasi 111

<400> 6

attcccegea
tgtcaggcag
aaccgccagt
ccgcaggcag
gaggcgtacc
tacccgecagg
agcactgcgce
gcggtagacce
cgtgagcgta
atggcacagg
ggtaacctceg
ttccacgaga
ctgceggagt
aaaaaaccgg
tacgtccctg
gcgaagttece
ggtacacttt
gatcctateg
ggcctggceta

gaaaaaggca

gcacctggtt
aaacgggatg
atcaggctat
ttaaatcgcet
aggggctgge
ctgacagtct
cgtatcgcac
gcctggecga
atgcggtgaa
tcagcgcaga
aaactttaag
agtactattc
tggcaaaaat
aaatcaccgt
cgctgeegeg
gtagtaaaac
ctgactggcet
tcaacggcaa
atcgcgatca

ttgataaaca

caaagcatta
gcagccgatt
acgtctggat
ctcggegetg
acattacctt
ggccgaatat
ggctttctat
tgctattget
cgctgaatta
aaccattaac
cgacaaacct
cgccaatttg
ggcggcggac
gccggtagte
taaagtgttg
cgatgaattg
gcaaaagcag
cagcggcegta
ggttgtggcg

atacttcgat

955

ttgttgttag
caggaaacca
aacggtatgg
gtggtgecceg
gaacatatga
ctcaaaatgc
ctggaagttg
gaacctttge
accatggcge
ccggcacace
ggtaatcecgg
atgaaggcgg
acctttggte
accgacgcge
cgcgttgagt
attacctatc
ggattagttg
ttagcgatct
gcaattttta

gaactggcga

ttgcecetttg
tccgtaaaag
tggtcttget
ttgggtcget
gtctgatggg
acggcggtag
agaacgacgc
tcgacaagaa
gtacgcgtga
ccggttcaaa
tgcagcaggce
ttatttacag
gcgtgecgaa
aaaagggcat
ttcgcatcga
tgattggcaa
agggcattag
ctgegtettt
gctatctcaa

atgtgctgga

960

ggcacattaa
tgataaagat
ggtttctgat
ggaagatccc
gtcgaaaaag
tcacaatgcc
cttgcetggt
atatgccgaa
cgggatgcge
gttttctggt
gctgaaagat
taataaaccg
caaagagagc
tatcattcat
taacaactca
tcgecagecca
cgccaactcee
aaccgataaa
tctgttacgt

tatcgacttce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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cgttatcegt
cgcgttectg
gcagtaaagg
ccgaaagagce
atcagcgcac
ccagagctta
gaccatccag
tattttgcca
gacagcgccce
gatcagttaa
ggccttatgg
ctcgaggggt
tataaccaga
gcgcagatge
tccattacgt
gagtttatgg
caaaaacagt
aaaaaacaat
gtatttgtac
cagatcgtac
gtgtttgegt
aatgataaac
gcaaaattgce
cagatgctge
gatcgecggea
acgccgcaaa
attctgtcge
tggaaagtgt

aatgagtga
<210>7
<211> 1425

cgatcacccg
ttgagcatac
aacgtctgge
cgcacaacaa
aaactttege
acccttatat
agctgattgt
gcgagcccaa
gcaatcaggt
gcaaccaggc
ttaatgctaa
actttagcta
tgatggattc
tctegecaagt
tgaaagaggt
ttatcggcaa
tgggcgetga
ccgtcatctt
cgactggcta
agccgtggtt
ttccaatgag
agccttcatt
gagcgatgaa
aggcaccgca
atatgcgett
aacttgctga
agatttccgg

gggagaacgt

tgatatggat
gctggatgca
gatgatgacg
aacggcttac
cgactggcag
tcctgatgat
tgatgagtcg
agctgatgtc
gatgtttgeg
gtcggttggt
tggttacacc
taccgctacg
cgcagaaaag
gccgtactte
gctggectat
catgaccgag
tggttcagag
tgaaaaagcc
cgatgaatac
ctacaatcag
cgtggggcgt
cttgtgggag
gccagatgag
aacgctcggce
cgattcgegt
tttcttccat
cagccagaac

cagcgegttg

- 73 -

tacgtcgaat
gtcaatattg
ccgcagaatg
tttgtcgatg
aaaaaagccg
ttetegetga
aatctgcgeg
agcctgattt
ctcaatgatt
ggcataagtt
cagcgtctge
gaagatcagc
ggtaaagcgt
tcgcgagatg
cgcgacgcect
gcccaggcaa
tggtgtcgaa
ggtaacagca
accagctcag
ttgcgtaccg
cagtggggca
cgttacaagg
tttgcgcaaa
gaagaagcat
gataaaatcg
caggcggtgg
gggaaagccg

cagcaaacaa

ggctggcaga
ccgatcggta
cgcgtatctg
cgcecgtatca
ccgacattge
ttaagtcaga
tggtgtatge
tgcgtaatce
atctcgcagg
tttccaccaa
cgcagctgtt
ttgagcaggce
ttgagcaggce
aacggcgtaa
taaaatcagg
caacgctggce
acaaagatgt
ccgactccge
cctatagcetce
aagaacaatt
tgggctteccet
cgtttttece
tccagcagge
cgaagttaag
tggcccagat
tcgagccgcea
aatatgtaca

tgccectgat

taccatgatt
cgatgctaaa
gtatatcagce
ggtcgataaa
gctcectcetttg
gaagaaatac
gccaagccgt
gaaagccatg
gctggegett
cgctaacaac
ccaggcattg
gaagtcctgg
gattatgccce
aattttgecce
ggctcgacca
acgcgatgtg
agtggtcgat
actggcagcg
tctgttgggg
gggctatgcecce
tttgcaaagce
aaccgcagag
ggtaattacc
taaagatttc
aaaactgctg
aggcatggct
ccctgaagge

gagtgaaaag

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2889
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<212>DNA

<213> Escherichia coli

<400> 7

atgaaaaaaa
ccgetetetg
cttgcaccga
acaaccgtta
ccgttetgee
ggtaatggtg
gccgataaag
gttcaactga
gatatcgcge
tctgatgcac
gagacggtaa
tacgaaaact
gttaacctga
aacatcggta
gtggaatacg
gaactggcga
cctaattccet
ggtaagccga
agcaaactga
cagcagagca
gagatgagca
ccggetgege
gtgaaaaaca

aacattcagc
<210> 8
<211> 474
<212>PRT

ccacattagce
caacggcggc
tgctcgaaaa
atacgccgeg
aggaaggttc
gcggccagea
gctatgtcgt
gcgatggecg
tgatccaaat
tgcgegtggg
cttcecgggat
tcatccagac
acggcgaact
teggttttge
gccaggtgaa
aagcgatgaa
ccgectgcaaa
tcagcagctt
ccctgggett
gccagaatca
acaaaggcaa
agatcggcecct
tcgectgaact

gcggcgacag

<213> Escherichia coli

<400> 8

Met Lys Lys Thr Thr Leu Ala Leu Ser Ala Leu

1

Leu Ala Leu Ser Pro Leu Ser Ala Thr Ala Ala

5

actgagtgca
tgagacttct
ggtgatgcct
tatgcecgegt
tccgttecag
acagaaattc
caccaacaac
taagttcgac
ccagaacccg
tgattacacc
tgtctetgeg
cgatgcagcg
gatcggtatc
tatccecgagt
acgcggtgag
agttgacgce
agcgggcatt
tgccgecactg
actgcgcecgac
ggttgattcc
agatcagggce
gaagaaaggt
gcgtaaagtt

caccatctac

- 74 -

ctggctctga
tcagcaacga
tcagtggtca
aatttccage
agctctccegt
atggcgetgg
cacgttgttg
gcgaagatgg
aaaaacctga
gtagcgattg
ctggggegta
atcaaccgtg
aacaccgcga
aacatggtga
ctgggtatta
cagcgeggtg
aaagcgggtg
cgtgctcagg
ggtaagcagg
agctccatct
gtggtagtga
gatgtgatta
ctcgacagca

ctgttaatge

10

gtttaggttt
cagcccagca
gcattaacgt
agttcttcgg
tctgccaggg
gttcecggegt
ataacgcgac
ttggcaaaga
ccgcaattaa
gtaacccgtt
gcggcctgaa
gtaactccgg
tcctegeacce
aaaacctgac
tggggactga
ctttcgtaag
atgtgatcac
tgggtactat
ttaacgtgaa
tcaacggcat
acaacgtgaa
ttggcgcgaa
aaccgtctgt

agtaa

ggcgttatct
gatgccaagce
agaaggtagc
tgatgattct
tggccaggge
catcattgat
ggtcattaaa
tcecgegetcet
gatggcggat
tggtctggge
tgccgaaaac
tggtgcgcetg
ggacggcggce
ctcgcagatg
gctgaactcce
ccaggttctg
ctcactgaac
gccggtagge
cctggaactg
tgaaggcgcect
aacgggcact
ccagcaggca

gctggcactce

Ala Leu Ser Leu Gly

15

Glu Thr Ser Ser Ala

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1425

Jacopo de Benedetti

USBM-043R B



Thr

Met

Thr

65

Pro

Gly

Leu

Asn

Asp

145

Asp

Lys

Ile

Ser

Ile

225

Val

Pro

Thr

Pro

50

Pro

Phe

Gly

Gly

Asn

130

Gly

Ile

Met

Gly

Ala

210

Gln

Asn

Asp

Ala

35

Ser

Arg

Cys

Gln

Ser

115

His

Arg

Ala

Ala

Asn

195

Leu

Thr

Leu

Gly

20

Gln

val

Met

Gln

Gly

100

Gly

Val

Lys

Leu

Asp

180

Pro

Gly

Asp

Asn

Gly
260

Gln

Val

Pro

Glu

85

Gly

Val

Val

Phe

Ile

165

Ser

Phe

Arg

Ala

Gly

245

Asn

Met

Ser

Arg

70

Gly

Asn

Ile

Asp

Asp

150

Gln

Asp

Gly

Ser

Ala

230

Glu

Ile

Pro

Ile

55

Asn

Ser

Gly

Ile

Asn

135

Ala

Ile

Ala

Leu

Gly

215

Ile

Leu

Gly

Ser

40

Asn

Phe

Pro

Gly

Asp

120

Ala

Lys

Gln

Leu

Gly

200

Leu

Asn

Ile

Ile

25

Leu

val

Gln

Phe

Gly

105

Ala

Thr

Met

Asn

Arg

185

Glu

Asn

Arg

Gly

Gly
265

75 -

Ala

Glu

Gln

Gln

90

Gln

Asp

Val

val

Pro

170

Vval

Thr

Ala

Gly

Ile

250

Phe

Pro

Gly

Phe

75

Ser

Gln

Lys

Ile

Gly

155

Lys

Gly

val

Glu

Asn

235

Asn

Ala

Met

Ser

Phe

Ser

Gln

Gly

Lys

140

Lys

Asn

Asp

Thr

Asn

220

Ser

Thr

Ile

Leu

45

Thr

Gly

Pro

Lys

Tyr

125

Val

Asp

Leu

Tyr

Ser

205

Tyr

Gly

Ala

Pro

30

Glu

Thr

Asp

Phe

Phe

110

vVal

Gln

Pro

Thr

Thr

190

Gly

Glu

Gly

Ile

Ser
270

Lys

Val

Asp

Cys

95

Met

Val

Leu

Arg

Ala

175

Val

Ile

Asn

Ala

Leu

255

Asn

val

Asn

Ser

80

Gln

Ala

Thr

Ser

Ser

160

Ile

Ala

val

Phe

Leu

240

Ala

Met

Jacopo de Benedetti

USBM-043R B



Vval

Gly

Ala

305

Pro

Thr

Gln

Arg

Gln

385

Glu

Lys

Ile

Lys

Gly
465

Lys

Glu

290

Met

Asn

Ser

vVal

Asp

370

Asn

Met

Thr

Ile

Val

450

Asp

<210>9
<211> 1425
<212>DNA
<213> Sequenza Artificiale
<220>

<223> DegP mutato

<400>9

atgaaaaaaa ccacattagc actgagtgca ctggctctga gtttaggttt ggcgttatct

Asn

275

Leu

Lys

Ser

Leu

Gly

355

Gly

Gln

Ser

Gly

Gly

435

Leu

Ser

Leu

Gly

Val

Ser

Asn

340

Thr

Lys

Val

Asn

Thr

420

Ala

Asp

Thr

Thr

Ile

Asp

Ala

325

Gly

Met

Gln

Asp

Lys

405

Pro

Asn

Ser

Ile

Ser

Met

Ala

310

Ala

Lys

Pro

Val

Ser

330

Gly

Ala

Gln

Lys

Tyr
470

Gln

Gly

295

Gln

Lys

Pro

Val

Asn

375

Ser

Lys

Ala

Gln

Pro

455

Leu

Met

280

Thr

Arg

Ala

Ile

Gly

360

Val

Ser

Asp

Gln

Ala

440

Ser

Leu

- 76 -

val

Glu

Gly

Gly

Ser

345

Ser

Asn

Ile

Gln

Ile

425

Val

Val

Met

Glu

Leu

Ala

Ile

330

Ser

Lys

Leu

Phe

Gly

410

Gly

Lys

Leu

Gln

Tyr

Asn

Gly

Ser
300

Phe Val

315

Lys Ala

Phe Ala

Leu

Glu

Asn
395

Thr

Leu
380

Gly

Val val

Leu

Asn

Ala

Lys

Ile

Leu
460

Gln

285

Glu

Ser

Gly

Ala

Leu

365

Gln

Ile

Val

Lys

Ala

445

Asn

Vval

Leu

Gln

Asp

Leu

350

Gly

Gln

Glu

Asn

Gly

430

Glu

Ile

Lys

Ala

val

vVal

335

Arg

Leu

Ser

Gly

Asn

415

Asp

Leu

Gln

Arg

Lys

Leu

320

Ile

Ala

Leu

Ser

Ala

400

Val

val

Arg

Arg

60
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ccgectetetg
cttgcaccga
acaaccgtta
ccegttetgee
ggtaatggtg
gccgataaag
gttcaactga
gatatcgcge
tctgatgcac
gagacggtaa
tacgaaaact
gttaacctga
aacatcggta
gtggaatacg
gaactggcga
cctaattcecct
ggtaagccga
agcaaactga
cagcagagca
gagatgagca
ccggetgege
gtgaaaaaca

aacattcagc
<210> 10
<211> 474
<212>PRT

caacggcggc
tgctcgaaaa
atacgcegeg
aggaaggttc
gcggccagea
gctatgtegt
gcgatggeceg
tgatccaaat
tgcgegtggg
cttcecgggat
tcatccagac
acggcgaact
teggttttge
gccaggtgaa
aagcgatgaa
ccgectgcaaa
tcagcagctt
ccetgggett
gccagaatca
acaaaggcaa
agatcggcect
tcgectgaact

gcggcegacag

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> DegP mutato

<400> 10

tgagacttct
ggtgatgcct
tatgcecgegt
tcegttecag
acagaaattc
caccaacaac
taagttcgac
ccagaacccg
tgattacacc
tgtctctgeg
cgatgcagcg
gatcggtatc
tatcccgagt
acgcggtgag
agttgacgcce
agcgggcatt
tgccgecactg
actgcgcgac
ggttgattcc
agatcagggce
gaagaaaggt
gcgtaaagtt

caccatctac

- 77 -

tcagcaacga
tcagtggtca
aatttccage
agctctceegt
atggcgctgg
cacgttgttg
gcgaagatgg
aaaaacctga
gtagcgattg
ctggggcgta
attaatcgtg
aacaccgcga
aacatggtga
ctgggtatta
cagcgeggtg
aaagcgggtg
cgtgctcagg
ggtaagcagg
agctccatct
gtggtagtga
gatgtgatta
ctcgacagca

ctgttaatge

cagcccagca
gcattaacgt
agttcttegg
tectgecaggg
gttececggegt
ataacgcgac
ttggcaaaga
ccgcaattaa
gtaacccgtt
gcggcectgaa
gtaacgccgg
tcctegeacce
aaaacctgac
tggggactga
ctttcgtaag
atgtgatcac
tgggtactat
ttaacgtgaa
tcaacggcat
acaacgtgaa
ttggcgcgaa
aaccgtctgt

agtaa

gatgccaagc
agaaggtagc
tgatgattct
tggcecaggge
catcattgat
ggtcattaaa
tcegegetcet
gatggcggat
tggtctggge
tgccgaaaac
tggtgecgetg
ggacggcggce
ctcgcagatg
gctgaactce
ccaggttctg
ctcactgaac
gceggtagge
cctggaactg
tgaaggcgct
aacgggcact
ccagcaggca

gctggcactce

Met Lys Lys Thr Thr Leu Ala Leu Ser Ala Leu Ala Leu Ser Leu Gly

1

5

10

15

Leu Ala Leu Ser Pro Leu Ser Ala Thr Ala Ala Glu Thr Ser Ser Ala

20

25

30

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1425
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Thr

Met

Thr

65

Pro

Gly

Leu

Asn

Asp

145

Asp

Lys

Ile

Ser

Ile

225

Val

Pro

Val

Thr

Pro

50

Pro

Phe

Gly

Gly

Asn

130

Gly

Ile

Met

Gly

Ala

210

Gln

Asn

Asp

Lys

Ala

35

Ser

Arg

Cys

Gln

Ser

115

His

Arg

Ala

Ala

Asn

195

Leu

Thr

Leu

Gly

Asn

Gln

val

Met

Gln

Gly

100

Gly

val

Lys

Leu

Asp

180

Pro

Gly

Asp

Asn

Gly

260

Leu

Gln

val

Pro

Glu

Gly

val

Val

Phe

Ile

165

Ser

Phe

Arg

Ala

Gly

245

Asn

Thr

Met

Ser

Arg

70

Gly

Asn

Ile

Asp

Asp

150

Gln

Asp

Gly

Ser

Ala

230

Glu

Ile

Ser

Pro

Ile

55

Asn

Ser

Gly

Ile

Asn

135

Ala

Ile

Ala

Leu

Gly

215

Ile

Leu

Gly

Gln

Ser

40

Asn

Phe

Pro

Gly

Asp

120

Ala

Lys

Gln

Leu

Gly

200

Leu

Asn

Ile

Ile

Met

Leu

val

Gln

Phe

Gly

105

Ala

Thr

Met

Asn

Arg

185

Glu

Asn

Arg

Gly

Gly

265

val

78

Ala

Glu

Gln

Gln

Gln

Asp

vVal

val

Pro

170

val

Thr

Ala

Gly

Ile

250

Phe

Glu

Pro

Gly

Phe

75

Ser

Gln

Lys

Ile

Gly

155

Lys

Gly

Val

Glu

Asn

235

Asn

Ala

Tyr

Met

Ser

60

Phe

Ser

Gln

Gly

Lys

140

Lys

Asn

Asp

Thr

Asn

220

Ala

Thr

Ile

Gly

Leu

45

Thr

Gly

Pro

Lys

Tyr

125

Val

Asp

Leu

Tyr

Ser

205

Tyr

Gly

Ala

Pro

Gln

Glu

Thr

Asp

Phe

Phe

110

Val

Gln

Pro

Thr

Thr

190

Gly

Glu

Gly

Ile

Ser

270

Val

Lys

val

Asp

Cys

95

Met

val

Leu

Arg

Ala

175

vVal

Ile

Asn

Ala

Leu

255

Asn

Lys

val

Asn

Ser

80

Gln

Ala

Thr

Ser

Ser

160

Ile

Ala

Val

Phe

Leu

240

Ala

Met

Arg
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Gly

Ala

305

Pro

Thr

Gln

Arg

Gln

385

Glu

Lys

Ile

Lys

Gly
465

Glu

290

Met

Asn

Ser

Val

Asp

370

Asn

Met

Thr

Ile

Vval

450

Asp

<210> 11
<211>24
<212>DNA
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223> primer oligonucleotidico 5' per la regione del gene DegP mutato comprendente il sito di
restrizione Ase |
<400> 11

ctgectgega ttttcgeegg aacg

275

Leu

Lys

Ser

Leu

Gly

355

Gly

Gln

Ser

Gly

Gly

435

Leu

Ser

Gly

Val

Ser

Asn

340

Thr

Lys

val

Asn

Thr

420

Ala

Asp

Thr

Ile

Asp

Ala

325

Gly

Met

Gln

Asp

Lys

405

Pro

Asn

Ser

Ile

Met

Ala

310

Ala

Lys

Pro

Val

Ser

330

Gly

Ala

Gln

Lys

Tyr
470

Gly

295

Gln

Lys

Pro

Val

Asn

375

Ser

Lys

Ala

Gln

Pro

455

Leu

24

280

Thr

Arg

Ala

Ile

Gly

360

Val

Ser

Asp

Gln

Ala

440

Ser

Leu

- 79

Glu

Gly

Gly

Ser

345

Ser

Asn

Ile

Gln

Ile

425

Val

val

Met

Leu

Ala

Ile

330

Ser

Lys

Leu

Phe

Gly

410

Gly

Lys

Leu

Gln

Asn

Phe

315

Lys

Phe

Leu

Glu

Asn

395

Val

Leu

Asn

Ala

Ser

300

Vval

Ala

Ala

Thr

Leu

380

Gly

Val

Lys

Ile

Leu
460

285

Glu

Ser

Gly

Ala

Leu

365

Gln

Ile

Val

Lys

Ala

445

Asn

Leu

Gln

Asp

Leu

350

Gly

Gln

Glu

Asn

Gly

430

Glu

Ile

Ala

val

vVal

335

Arg

Leu

Ser

Gly

Asn

415

Asp

Leu

Gln

Lys

Leu

320

Ile

Ala

Leu

Ser

Ala

400

Val

Val

Arg

Arg
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- 80 -

<210> 12

<211>24

<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> 3' primer oligonucleotidico 3' per la regione del gene DegP mutato comprendente il sito di
restrizione Ase |

<400> 12

cgcatggtac gtgccacgat atce 24
<210>13

<211>24

<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> Primer oligonucleotidico 5' primer per la regione del gene mutato DegP comprendente il sito di
restrizione Ase |

<400> 13

gggaaatgaa cctgagcaaa acgc 24
<210> 14

<211>24

<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> primer oligonucleotidico 3' per la regione del gene mutato Proteasi III comprendente il sito di
restrizione Ase |

<400> 14

gggaaaggcg gecggaaccgce ctag 24
<210> 15

<211>24

<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> primer oligonucleotidico 5' per la regione del gene mutato Proteasi III comprendente il sito di
restrizione Ase |

<400> 15

ctactgtgcc ageggtggta atgg 24
<210> 16

<211>24

<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> primer oligonucleotidico 3' per la regione del gene mutato DegP comprendente il sito di
restrizione Ase |

<400> 16

gcatcataat tttettttta ccte 24
<210> 17

<211> 564

<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> gene spr selvatico

Jacopo de Benedetti
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<400> 17
atggtcaaat ctcaaccgat tttgagatat atcttgcgeg
gcggttetge tttetgecatg tagtgcaaat aacaccgcaa
cgtgcagtgg gtagtgaaac atcatcactg caagcttctce
gttcgtaatg tcgacgtaaa atcgcgaatt atggatcagt
cgttatcgte tgggcggcag cactaaaaaa ggtatcgatt
acattccgtg agcaatttgg cttagaactt ccgegttcga
ggtaaatctg tttccecgecag taatttgegt acgggtgatt
tcaacgggac gccatgtcgg tatttatatc ggcaacaatc
agcagtggtg ttattatttc cagcatgaat gaaccgtact
gcacgceggg ttectcagecg cage
<210> 18
<211> 188
<212>PRT
<213> Escherichia coli
<400> 18
Met Val Lys Ser Gln Pro Ile Leu Arg Tyr Ile
1 5 10
Ala Ile Ala Val Ala Val Leu Leu Ser Ala Cys
20 25
Ala Lys Asn Met His Pro Glu Thr Arg Ala Val
35 40
Ser Leu Gln Ala Ser Gln Asp Glu Phe Glu Asn
50 55
Asp Val Lys Ser Arg Ile Met Asp Gln Tyr Ala
65 70 75
Arg Tyr Arg Leu Gly Gly Ser Thr Lys Lys Gly
85 90

ggattccege
agaatatgca
aggatgaatt
atgctgactg
gttectggttt
cttacgaaca
tagttctgtt
agtttgtcca

ggaagaagcg

Leu Arg

Ser Ala

30

Gly Ser

45

Leu Val

60

Asp Trp Lys

Ile Asp Cys

Gly

Asn

Glu

Arg

gattgcagta
tecctgagaca
tgaaaacctg
gaaaggcgta
cgtacagegt
gcaggaaatg
ccgtgeecggt
tgctteccace

ttacaacgaa

Ile
15

Pro

Thr

Asn

Thr

Ser

val

Asn

val
80

Gly

Ser
95

Gly

60

120

180

240

300

360

420

480

540

564
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Phe Val Gln Arg Thr
100

Ser Thr Tyr Glu Gln
115

Leu Arg Thr Gly Asp
130

His Val Gly Ile Tyr
145

Ser Ser Gly Val Ile
165
Arg Tyr Asn Glu Ala
180
<210> 19
<211>162
<212>PRT
<213> Escherichia coli
<400> 19
Cys Ser Ala Asn Asn
1 5

Val Gly Ser Glu Thr
20

Asn Leu Val Arg Asn
35

Ala Asp Trp Lys Gly

Gly Ile Asp Cys Ser
65

Gly Leu Glu Leu Pro
85

Ser Val Ser Arg Ser
100

Ala Gly Ser Thr Gly
115

Phe

Gln

Leu

Ile

150

Ile

Arg

Thr

Ser

Vval

Vval

Gly

70

Arg

Asn

Arg

Arg

Glu

Val

135

Gly

Ser

Arg

Ala

Ser

Asp

Arg

55

Phe

Ser

Leu

His

Glu

Met

120

Leu

Asn

Ser

Vval

Lys

Leu

Val

40

Tyr

Val

Thr

Arg

Val
120

Gln

105

Gly

Phe

Asn

Met

Leu

185

Asn

Gln

25

Lys

Arg

Gln

Tyr

Thr

105

Gly

82 -

Phe

Lys

Arg

Gln

Asn

170

Ser

Met

10

Ala

Ser

Leu

Arg

Glu

90

Gly

Ile

Gly

Ser

Ala

Phe

155

Glu

Arg

His

Ser

Arg

Gly

Thr

75

Gln

Asp

Tyr

Leu

val

Gly

140

Vval

Pro

Ser

Pro

Gln

Ile

Gly

Phe

Gln

Leu

Ile

Glu

Ser

125

Ser

His

Tyr

Glu

Asp

Met

45

Ser

Arg

Glu

Val

Gly
125

Leu

110

Arg

Thr

Ala

Trp

Thr

Glu

30

Asp

Thr

Glu

Met

Leu

110

Asn

Pro

Ser

Gly

Ser

Lys
175

Arg

15

Phe

Gln

Lys

Gln

Gly

95

Phe

Asn

Arg

Asn

Arg

Thr

160

Lys

Ala

Glu

Tyr

Lys

Phe

80

Lys

Arg

Gln
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Phe Val His Ala Ser Thr Ser Ser Gly Val Ile Ile Ser Ser Met Asn

130

135

140

Glu Pro Tyr Trp Lys Lys Arg Tyr Asn Glu Ala Arg Arg Val Leu Ser
150

145

Arg Ser
<210>20
<211>954
<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

155

160

<223> sequenza nucleotidica di una sequenza mutata OmpT comprendente le mutazioni D210A e

H212A
<400> 20
atgcgggega

tctaccgaga
ctgagcggaa
caactcgact
atgccccaga
atggtcgatc
caccctgata
ctcaacgaac
tttacagcca
ggctccttece
attggcttga
agcggctggg
tatcgcagta
gtcacaccta
ggtaatactt

ggtatagaaa
<210> 21
<211> 317
<212>PRT

aacttctggg
ctttategtt
aaacaaaaga
ggaaattcaa
tatctategg
aggactggat
cacaactcaa
ccaattaccg
gaggtggttc
cgaatggaga
ctggaagtta
tggaatcatc
aggtcaaaga
acgcaaaagt
cactttatga

actataactt

<213> Sequenza Artificiale

<220>

aatagtcctg
tactcctgac
gcgtgtttat
taacgctgca
ggctgctgge
ggattccagt
ttatgccaac
cctgggacte
ctatatctac
aagagcaatc
tcgttatgaa
tgataacgct
ccaaaattac
ttatgttgaa
tcacaataat

catcactact

acaaccccta
aacataaatg
ctagccgaag
attattaaag
tggacaactc
aaccccggaa
gaatttgatc
atggccggat
agttctgagg
ggctacaaac
gattttgaac
gaagcttatg
tattctgttg
ggcgcatgga
aacacttcag

gctggtcetta

ttgcgatcag
cggacattag
aaggaggccg
gtgcaattaa
tecggcageceg
cctggacgga
tgaatatcaa
atcaggaaag
agggattcag
aacgttttaa
tcggtggceac
acccgggaaa
cagtcaatgc
atcgggttac
actacagcaa

agtacacatt

ctcttttget
tcttggaact
aaaagtcagt
ttgggatttg
aggtggcaat
tgaaagtaga
aggctggcectce
ccgttatage
agatgatatc
aatgccctac
atttaaatac
aagaatcact
aggttattac
gaataaaaaa
aaatggagca

ttaa

<223> sequenza OmpT mutata comprendente le mutazioni D210A e H212A

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

954
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<400> 21

Met

1

Ser

Asn

Val

Lys

65

Met

Arg

Gly

Ala

Asn

145

Phe

Arg

Lys

Tyr

Glu
225

Arg

Ser

Ala

Tyr

50

Phe

Pro

Gly

Thr

Asn

130

Tyr

Thr

Asp

Gln

Glu

210

Ser

Ala

Phe

Asp

35

Leu

Asn

Gln

Gly

Trp

115

Glu

Arg

Ala

Asp

Arg

195

Asp

Ser

Lys

Ala

20

Ile

Ala

Asn

Ile

Asn

100

Thr

Phe

Leu

Arg

Ile

180

Phe

Phe

Asp

Leu

Ser

Ser

Glu

Ala

Ser

85

Met

Asp

Asp

Gly

Gly

165

Gly

Lys

Glu

Asn

Leu

Thr

Leu

Glu

Ala

70

Ile

val

Glu

Leu

Leu

150

Gly

Ser

Met

Leu

Ala
230

Gly

Glu

Gly

Gly

55

Ile

Gly

Asp

Ser

Asn

135

Met

Ser

Phe

Pro

Gly

215

Glu

Ile

Thr

Thr

40

Gly

Ile

Ala

Gln

Arg

120

Ile

Ala

Tyr

Pro

Tyr

200

Gly

Ala

val

Leu

25

Leu

Arg

Lys

Ala

Asp

105

His

Lys

Gly

Ile

Asn

185

Ile

Thr

Tyr

84 -

Leu

10

Ser

Ser

Lys

Gly

Gly

90

Trp

Pro

Gly

Tyr

Tyr

170

Gly

Gly

Phe

Asp

Thr

Phe

Gly

Vval

Ala

75

Trp

Met

Asp

Trp

Gln

155

Ser

Glu

Leu

Lys

Pro
235

Thr

Thr

Lys

Ser

60

Ile

Thr

Asp

Thr

Leu

140

Glu

Ser

Arg

Thr

Tyr

220

Gly

Pro

Pro

Thr

45

Gln

Asn

Thr

Ser

Gln

125

Leu

Ser

Glu

Ala

Gly

205

Ser

Lys

Ile

Asp

Lys

Leu

Trp

Leu

Ser

110

Leu

Asn

Arg

Glu

Ile

1390

Ser

Gly

Arg

Ala

15

Asn

Glu

Asp

Asp

Gly

95

Asn

Asn

Glu

Tyr

Gly

175

Gly

Tyr

Trp

Ile

Ile

Ile

Arg

Trp

Leu

80

Ser

Pro

Tyr

Pro

Ser

160

Phe

Tyr

Arg

Vval

Thr
240
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Tyr Arg Ser

Ala Gly

Trp Asn

Asn Asn
290

Tyr Asn
305

<210>22
<211>954
<212>DNA

Tyr

Arg Val

275

Asn

Phe

Vval
245

Lys

Tyr Val

260

Thr
Thr

Ser

Ile Thr

Lys

Thr

Asn Lys

Asp Tyr

Thr Ala

Asp Gln

Pro Asn

Lys
280

Ser
295

Gly

310

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> sequenza mutata knockout OmpT

<400> 22

attcgggcga aacttctggg aatagtcecctg

tctaccgaga
ctgagcggaa
caactcgact
atgccccaga
atggtcgatc
caccctgata
ctcaacgaac
tttacagcca
ggctccttece
attggcttga
agcggctggg
tatcgcagta
gtcacaccta
ggtaatactt

ggtatagaaa
<210>23
<211>45

ctttategtt
aaacaaaaga
ggaaattcaa
tatctategg
aggactggat
cacaactcaa
ccaattaccg
gaggtggttc
cgaatggaga
ctggaagtta
tggaatcatc
aggtcaaaga
acgcaaaagt
cactttatga

actataactt

tactcctgac
gcgtgtttat
taacgctgca
ggctgctgge
ggattccagt
ttatgccaac
cctgggacte
ctatatctac
aagagcaatc
tcgttatgaa
tgataacgat
ccaaaattac
ttatgttgaa
tcacaataat

catcactact

Asn Tyr Tyr

250

Ala
265

Lys Val

Gly Asn Thr

Lys Asn Gly

Leu Lys Tyr

315

acaaccccta
aacataaatg
ctagccgaag
attattaaag
tggacaactc
aaccccggaa
gaatttgatc
atggccggat
agttctgagg
ggctacaaac
gattttgaac
gaacactatg
tattctgttg
ggcgcatgga
aacacttcag

gctggtcetta

Ser

Tyr

Ser
285

Ala
300

Thr Phe

ttgcgatcag
cggacattag
aaggaggccg
gtgcaattaa
tecggcageceg
cctggacgga
tgaatatcaa
atcaggaaag
agggattcag
aacgttttaa
tcggtggceac
acccgggaaa
cagtcaatgc
atcgggttac
actacagcaa

agtacacatt

Val Ala Val Asn

255

Val Glu Gly 2Ala
270

Leu Tyr Asp His

Gly Ile Glu Asn

ctcttttget
tcttggaact
aaaagtcagt
ttgggatttg
aggtggcaat
tgaaagtaga
aggctggcectce
ccgttatage
agatgatatc
aatgccctac
atttaaatac
aagaatcact
aggttattac
gaataaaaaa
aaatggagca

ttaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

954
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- 86 -

<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> adattatore oligonucleotidico OmpA

<400> 23

cgattgaatg gagaacttga attcgggcga aacttctggg aatag 45
<210> 24

<211>33

<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> cassetta oligonucleotidica codificante la sequenza intergenica 1 (IGS1) per I’espressione di Fab
in E. coli

<400> 24

aagttttaat agaggagagt gttaatgaag aag 33

<210>25

<211>35

<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> cassetta oligonucleotidica codificante la sequenza intergenica 2 (IGS2) per I’espressione di Fab
in E. coli

<400> 25

aagttttaat agaggggagt gttaaaatga agaag 35

<210> 26

<211>47

<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> cassetta oligonucleotidica codificante la sequenza intergenica 3 (IGS3) per I’espressione di Fab
in E. coli

<400> 26

aagctttaat agaggagagt gttgaggagg aaaaaaaaat gaagaaa 47

<210> 27

<211>47

<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> cassetta oligonucleotidica codificante la sequenza intergenica 4 (IGS4) per I’espressione di Fab
in E. coli

<400> 27

aagctttaat agaggagagt gttgacgagg attatataat gaagaaa 47
<210> 28

<211> 810

<212>DNA

<213> Escherichia coli

Jacopo de Benedetti
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<400> 28

atgaaatcac
ccaatcactt
ttcaaaaatg
gaaaactctc
gctggtgttce
actctacaag
gcggctgata
gtgaaaacct
ccgaaagaca
ttcgacaact
ggttggacag
ccagaactgg
tttgacgtag

gatgcgaaag
<210>29
<211>270
<212>PRT

tgtttaaagt
ttgctgetga
acgatcagaa
taaaagaaca
aggatgcatt
cattcgaagce
acgaagcaaa
cttcaactgg
gcgatactgt
cttacaccceg
aaggtctgaa
cttacggcaa
agctgctgga

ccgcagattce

<213> Escherichia coli

<400> 29

Met Lys Ser Leu Phe

1

5

Lys

aacgctgcetg
agctgcaaaa
atcagcttat
agaaaaactg
tgctgataag
tcgecgtgaag
aggtaaagag
tctggtttat
tgtagtgaac
tggtgaaccg
gaacatcaag
agcgggtgtt
tgtgaaacca

tgctaaaaaa

Val Thr

Leu

gcgaccacaa
cctgctacag
gcactgggtg
ggcatcaaac
agcaaactct
tcttcetgete
taccgcgaga
caggtagtag
tacaaaggta
ctttetttee
aaaggcggta
ccggggatcee

gcgccgaagg

Leu Ala

10

tggccgttge
ctgctgacag
cctegetggg
tggataaaga
ccgaccaaga
aggcgaagat
aatttgccaa
aagccggtaa
cgctgatcga
gtctggacgg
agatcaaact
caccgaattce

ctgatgcaaa

Thr Thr Met

Ala

Thr

Ala

Lys

65

Ala

Leu

Ala

Tyr

50

Glu

Gly

His

Ala

35

Ala

Gln

val

Ala

20

Asp

Leu

Glu

Gln

Pro

Ser

Gly

Lys

Asp

Ile Thr Phe

Ala Ala

40

Lys

Ala Ser Leu

Leu Ile

70

Gly

Ala Phe Ala

Ala
25

Ala Glu

Phe Lys Asn

Gly Arg Tyr

Lys Leu Asp

75

Asp Lys Ser

Ala

Asp

Met

Lys

Lys

Ala

Asp

45

Glu

Asp

Leu

Lys

30

Gln

Asn

Gln

Ser

cctgcatgca
caaagcagcg
tcgttacatg
tcagctgatc
gatcgaacag
ggaaaaagac
agagaaaggt
aggcgaagca
cggtaaagag
tgttatcceg
ggttattcca
taccctggtg

gccggaagcet

Ala
15

Val
Pro Ala
Lys Ser
Leu

Ser

Ile
80

Leu

Asp Gln

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

810
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85

Glu Ile Glu Gln

100

Thr

Ala Gln Ala

115

Lys Met

Glu
130

Lys Tyr Arg Glu

Ser Thr Leu Val

145

Gly

Pro Lys Asp Ser Asp

165

Glu
180

Asp Gly Lys Phe

Phe Leu

195

Arg Asp Gly

Ile Lys

210

Lys Gly Gly

Tyr Ala

225

Gly Lys Gly

Phe Val Glu Leu

245

Asp

Glu Ala

260

Lys Pro Asp

<210>30

<211> 828

<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale
<220>

<223> gene FkpA con tag
<400> 30

atgaaatcac tgtttaaagt
ccaatcactt ttgctgetga

ttcaaaaatg acgatcagaa

gaaaactctc taaaagaaca

Leu

Glu

Lys

Tyr

150

Thr

Asp

Val

Lys

val

230

Leu

Ala

90

Gln Ala Phe

105

Glu Ala

Lys Asp Ala Ala

120

Asp

Phe
135

Ala Lys Glu Lys

Gln Val Val Glu Ala

155

Val vVal Val Asn

170

Tyr

Asn Ser Tyr Thr

185

Arg

Ile Pro Thr

200

Gly Trp

Ile
215

Lys Leu Val Ile

Ile Pro

235

Pro Gly Pro

val Pro Ala

250

Asp Lys

Ala Ala

265

Lys Asp Ser

aacgctgctg gcgaccacaa
agctgcaaaa cctgctactg
atcagcttat gcactgggtg

agaaaaactg ggcatcaaac

95

Arg Val Lys Ser Ser

110

Glu
125

Asn Ala Lys Gly

Gly Val Thr Ser

140

Lys

Glu Ala

160

Gly Lys Gly

Thr Leu Ile

175

Lys Gly

Glu Pro Leu Ser

190

Gly

Glu Gly Leu Asn

205

Lys

Pro Pro Glu Leu Ala

220

Thr val

240

Asn Ser Leu

Pro Lys Ala Asp Ala

255

Ala Lys Lys

270

tggcegttge cctgcecacgea
ctgctgacag caaagcagcg
cctecgetggg tcgttacatg

tggataaaga tcaactgatc

60

120

180

240

Jacopo de Benedetti
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gctggtgttc aggatgcatt tgctgataag agcaaactct
actctacaag catttgaagc tcgegtgaag tcecttetgete
gcggctgata acgaagcaaa aggtaaagag taccgcgaga
gtgaaaacct cttcaactgg tctggtttat caggtagtag
ccgaaagaca gcgatactgt tgtagtgaac tacaaaggta
ttcgacaact cttacacccg tggtgaaccg ctttetttece
ggttggacag aaggtctgaa gaacatcaag aaaggcggta
ccagaactgg cttacggcaa agcgggtgtt ccggggattce
tttgacgtag agctgctgga tgtgaaacca gcgccgaagg
gatgcgaaag ccgcagattc tgctaaaaaa caccatcacc
<210> 31
<211>276
<212>PRT
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223> FkpA con his tag
<400> 31
Met Lys Ser Leu Phe Lys Val Thr Leu Leu Ala
1 5 10
Ala Leu His Ala Pro Ile Thr Phe Ala Ala Glu
20 25
Thr Ala Ala Asp Ser Lys Ala Ala Phe Lys Asn
35 40
Ala Tyr Ala Leu Gly Ala Ser Leu Gly Arg Tyr
50 55
Lys Glu Gln Glu Lys Leu Gly Ile Lys Leu Asp
65 70 75
Ala Gly Val Gln Asp Ala Phe Ala Asp Lys Ser
85 90
Glu Ile Glu Gln Thr Leu Gln Ala Phe Glu Ala
100 105
Ala Gln Ala Lys Met Glu Lys Asp Ala Ala Asp
115 120

ccgaccaaga
aggcgaagat
aatttgccaa
aagccggtaa
cgctgatcga
gtctggacgg
agataaaact
caccaaattc
ctgatgcaaa

atcaccac

Thr Thr Met

Ala Ala Lys

30

Asp Asp Gln

45

Met
60

Glu Asn

Lys Asp Gln

Lys Leu Ser

Arg Val Lys

110

Glu
125

Asn Ala

gatcgaacag
ggaaaaagac
agagaaaggt
aggcgaagca
cggtaaagag
tgttatccceg
ggttattcca
taccctggtg

gccggaagcet

Ala
15

Val
Pro Ala
Lys Ser
Leu

Ser

Ile
80

Leu

Asp Gln

95

Ser Ser

Lys Gly

300

360

420

480

540

600

660

720

780

828
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Glu
130

Lys

Ser Thr

145

Pro Lys

Asp

Gly

Phe Arg

Tyr

Gly

Asp

Lys

Leu

Arg Glu

Leu Val

Lys

Tyr

Phe
135

Ala

Gln Val

150

Ser Asp

165

Glu
180

Phe

Asp Gly

195

Ile Lys

210

Tyr
225

Gly
Phe Asp
Pro

Lys

His His

Lys

Lys

Val

Glu

His

Gly Gly

Ala Gly

Thr

Asp

val

Lys

Val

Val val

Asn Ser

Ile Pro

200

Ile
215

Lys

Pro Gly

230

Glu Leu

245

Ala
260

Asp

His

275

<210> 32
<211> 486
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 32
gtgaaaaagt

gctgacaaaa
ggtgtttcta
gaaaccgatc
actaagctgg
tttgagcagg
cagactgctg

gcegttgett

ggttattage
ttgcaatcgt
acacgctgga
tgcaggctaa
aaaaagacgt
atcgcgcecacg
tgaaatccgt

acaacagcag

Leu

Ala

Asp Val

Lys Ala

tgcaggtctce
caacatgggc
aaatgagttc
aatgaaaaag
gatggctcag
tcgttccaac
tgccaacagce

cgatgtaaaa

- 90 -

Lys Glu Lys

Val Glu Ala

155

Val Asn

170

Tyr

Tyr Thr

185

Arg

Gly Trp Thr

Leu Val Ile

Ile Pro

235

Pro

Pro Ala

250

Lys

Ala
265

Asp Ser

ggtttagcac
agcctgttece
aaaggccgtg
ctgcagtcca
cgccagactt
gaagaacgcg
caggatatcg

gacatcactg

Gly Val

140

Gly Lys

Lys

Gly

Gly Glu

Lys

Gly

Thr

Pro

Thr Ser

Glu Ala

160

Leu Ile

175

Leu Ser

190

Glu Gly

205

Pro
220

Pro
Asn Ser
Pro

Lys

Ala Lys

Leu

Glu

Thr

Ala

Lys

Lys Asn

Ala

Leu

Val
240

Leu

Asp Ala

255

His His

270

tggcaacttc
agcaggtagce
ccagcgaact
tgaaagcggg
ttgctcagaa
gcaaactggt
atctggttgt

ccgacgtact

tgctcaggceg
gcagaaaacc
gcagcgtatg
cagcgatcgce
agcgcaggct
tactcgtatc
tgatgcaaac

gaaacaggtt

60

120

180

240

300

360

420

480
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aaataa
<210> 33

<211>161

<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 33
Met Lys Lys Trp Leu

1

Ser

Phe

Glu

Gln

65

Thr

Lys

Arg

Asn

Asn

145

Lys

Ala

Gln

Phe

50

Ala

Lys

Ala

Gly

Ser

130

Ser

<210> 34

<211> 501

Gln

Gln

35

Lys

Lys

Leu

Gln

Lys

115

Gln

Ser

<212>DNA
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223> skp con his tag

Ala

20

Val

Gly

Met

Glu

Ala

100

Leu

Asp

Asp

5

Ala

Ala

Arg

Lys

Lys

85

Phe

Val

Ile

Val

Leu

Asp

Gln

Ala

Lys

70

Asp

Glu

Thr

Asp

Lys
150

Ala

Lys

Lys

Ser

Leu

Val

Gln

Arg

Leu

135

Asp

Ala

Ile

Thr

40

Glu

Gln

Met

Asp

Ile

120

Val

Ile

Gly

Ala

25

Gly

Leu

Ser

Ala

Arg

105

Gln

Val

Thr

Leu

10

Ile

Val

Gln

Met

Gln

90

Ala

Thr

Asp

Ala

Gly

Val

Ser

Arg

Lys

75

Arg

Arg

Ala

Ala

Asp
155

Leu

Asn

Asn

Met

Ala

Gln

Arg

Val

Asn

140

Val

Ala

Met

Thr

45

Glu

Gly

Thr

Ser

Lys

125

Ala

Leu

Leu

Gly

Leu

Thr

Ser

Phe

Asn

110

Ser

Val

Lys

Ala

15

Ser

Glu

Asp

Asp

Ala

95

Glu

Val

Ala

Gln

Thr

Leu

Asn

Leu

Arg

Gln

Glu

Ala

Tyr

Val
160

486

Jacopo de Benedetti
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<400> 34
atgaaaaagt

gctgacaaaa
ggtgtttcta
gaaaccgatc
actaagctgg
tttgagcagg
cagactgctg
gcegttgett

aaacaccatc
<210> 35
<211> 167
<212>PRT

ggttattage
ttgcaatcgt
acacgctgga
tccaggctaa
aaaaagacgt
atcgcgcecacg
tgaaatcegt
acaacagcag

accatcacca

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> skp con his tag

<400> 35

Met Lys Lys

1

Ser Ala

Phe Gln

35

Glu Phe

50

Gln
65

Ala
Thr Lys
Lys Ala
Arg

Gly

Ser
130

Asn

Gln

Gln

Lys

Lys

Leu

Gln

Lys

115

Gln

Trp Leu
5

Ala
20

Ala

Val Ala

Gly Arg

Met Lys

Glu Lys

85

Ala
100

Phe

Val

Leu

Glu Ile

Leu

Asp

Gln

Ala

Lys

70

Asp

Glu

Thr

Asp

cgcaggtctc
caacatgggc
aaatgagttc
aatgaaaaag
gatggctcag
tcgttccaac
tgccaacage
cgatgtaaaa

c

Ala Ala

Ile

Lys

Thr
40

Lys
Ser Glu
Leu Gln
Val

Met

Gln Asp

Ile
120

Arg

Leu Val

135

- 92 -

ggtttagcac
agcctgttece
aaaggccgtg
ctgcaatcca
cgccagactt
gaagaacgcg
caggaaatcg

gacatcactg

Leu
10

Gly Gly

Ala
25

Ile Val

Gly Vval Ser

Leu Gln Arg

Ser Met Lys

75

Ala Gln Arg

Arg Ala

105

Arg

Gln Thr Ala

Val Asp Ala

tggcaacttc
agcaggtagc
ccagcgaact
tgaaagcggg
ttgctcagaa
gcaaactggt
atctggttgt

ccgacgtact

Leu Ala Leu

Asn Met Gly

30

Thr
45

Asn Leu

Met Glu Thr

Ala Gly Ser

Gln Thr Phe

Asn
110

Arg Ser

Val Lys Ser

125

Asn Ala Val

140

tgctcaggeg
gcagaaaacc
ccagcgtatg
cagcgatcge
agcgcaggct
tactcgtatc
tgatgcaaac

gaaacaggtt

Ala Thr

15

Ser Leu

Glu Asn

Asp Leu
Asp

Arg

Ala
95

Gln
Glu Glu
Val

Ala

Ala Tyr

60

120

180

240

300

360

420

480

501
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- 93 -

Asn Ser Ser Asp Val Lys Asp Ile Thr Ala Asp Val Leu Lys Gln Val
145 150 155 160

Lys His His His His His His
165
<210>36
<211>10
<212>PRT
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223>CA170 1519 Ab CDRH1
<400> 36
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Gly Met Val
1 5 10
<210> 37
<211>17
<212>PRT
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223>CA170_1519 Ab CDRH2

<400> 37
Tyr Ile Asp Ser Asp Gly Asp Asn Thr Tyr Tyr Arg Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 38

<211>8

<212>PRT

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223>CA170_1519 Ab CDRH3

<400> 38

Gly Ile Val Arg Pro Phe Leu Tyr
1 5

<210> 39

<211> 16

<212>PRT

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223>CA170 1519 Ab CDRLI1

<400> 39

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Val Gly Ala Ser Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr
1 5 10 15
<210> 40

<211>7

<212>PRT

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223>CA170 1519 Ab CDRL2

Jacopo de Benedetti
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- 94 -

<400> 40

Leu Val Ser Thr Leu Asp Ser
1 5

<210> 41

<211>9

<212>PRT

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223>CA170 1519 Ab CDRL3
<400> 41

Leu Gln Gly Thr His Phe Pro His Thr
1 5

<210> 42

<211>112

<212>PRT

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> regione Ab 1519 VL di ratto

<400> 42
Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu
1 5

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser
20 25

Ser Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Leu
35 40

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Glu

65 70

Arg Arg Val Glu Ala Asp Asp Leu Gly
85

Thr His Phe Pro His Thr Phe Gly Ala

100 105
<210>43
<211>336
<212>DNA
<213> Sequenza Artificiale
<220>

<223> regione Ab 1519 VL di ratto

Ser
10

Ser

Phe

Thr

Thr

Val
90

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp
75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Ser

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ala

Val

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Leu
15

Gly

Gln

Ile

Lys

Gln
95

Leu

Gly

Ala

Ser

Pro

Ile
80

Gly

Lys

Jacopo de Benedetti
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<400> 43
gatgttgtga tgacccagac tccactgtct
atctcttgeca agtcaagtca gagcctcgta
ttatttcaga ggtccggeca gtcteccaaag
tetggaatte ctgataggtt cagtggeagt
cgcagagtgg aagccgatga tttgggagtt
cacacgtttg gagctgggac caagctggaa
<210> 44
<211> 132
<212>PRT
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223> regione Ab 1519 VL di ratto
<400> 44
Met Met Ser Pro Ala Gln Phe Leu
1 5
Gly Thr Ser Gly Asp Val Val Met
20
Val Ala Leu Gly Gln Pro Ala Ser
35 40

Leu Val Gly Ala Ser Gly Lys Thr

50 55
Ser Gly Gln Ser Pro Lys Arg Leu
65 70
Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser

85
Thr Leu Lys Ile Arg Arg Val Glu
100
Cys Leu Gln Gly Thr His Phe Pro
115 120

Leu Glu Leu Lys

130
<210> 45
<211>396
<212> DNA

<213> Sequenza Artificiale

- 95 -

ttgtcggttg
ggtgctagtg
cgactaatct
ggagcagaga
tattactgcect

ttgaaa

Phe Leu Leu

10

Thr Thr

25

Gln

Ile Ser Cys

Tyr Leu Tyr

Ile Leu

75

Tyr

Gly Ser Gly

90

Ala
105

Asp Asp

His Thr Phe

ccecttggaca
gaaagacata
atctggtgtce
cagattttac

tgcaaggtac

Met Leu

Leu

Pro

Ser
45

Lys
Trp Leu
Val

Ser

Ala Glu

Leu Gly

Trp

Ser

Ser

Phe

Thr

Thr

Val

accagcctcee
tttgtattgg
cacactggac
tcttaaaatce

acattttcct

Ile
15

Gln

Leu Ser

Gln Ser

Gln Arg

Leu Asp

80

Asp Phe

95

Tyr Tyr

110

Ala
125

Gly

Gly

Thr Lys

60

120

180

240

300

336
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<220>
<223>regione Ab 1519 VL di ratto
<400> 45
atgatgagtc ctgcccagtt cctgtttcetg
gatgttgtga tgacccagac tccactgtct
atctcettgeca agtcaagtca gagectcgta
ttatttcaga ggtccggcca gtctccaaag
tctggaattc ctgataggtt cagtggcagt
cgcagagtgg aagccgatga tttgggagtt
cacacgtttg gagctgggac caagctggaa
<210> 46
<211> 116
<212>PRT
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223> regione Ab 1519 VH di ratto
<400> 46
Glu Val Pro Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Met Lys Leu Ser Cys Val Val
20
Gly Met Val Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ala Tyr Ile Asp Ser Asp Gly Asp
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asp Ser Leu Arg Ser
85
Thr Thr Gly Ile Val Arg Pro Phe
100
Val Thr Vval Ser
115
<210> 47
<211> 348
<212> DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> regione Ab 1519 VH di ratto

- 96 -

ctgatgctcet
ttgtcggttg
ggtgctagtg
cgactaatct
ggagcagaga
tattactgct

ttgaaa

Gly Gly

10

Ser

Ser Phe

25

Gly

Pro Lys Lys

Asn Thr Tyr

Ala
75

Asn Asn

Glu Asp Thr

Leu
105

Tyr Trp

ggattcaggg

ccecttggaca
gaaagacata
atctggtgtce
cagattttac

tgcaaggtac

Val Gln

Thr Phe

30

Leu
45

Gly

Tyr
60

Arg

Lys Ser

Ala

Thr

Gly Gln

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

aaccagtggt
accagcctcece
tttgtattgg
cacactggac
tcttaaaatc

acattttcct

Gly Arg
15

Asn Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Thr Thr

110

60

120

180

240

300

360

396
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<400> 47
gaggtgccge

tcctgtgtag
ccaaagaagg
cgagattccg
ttgcaaatgg

gteceggecect

tggtggagtc
tctcaggatt
gtctggagtg
tgaagggcceg
acagtctgag

ttctctattg

tgggggcgge
cactttcagt
ggtcgcatat
attcactatc
gtctgaggac

gggccaagga

- 97 -

tcagtgcagce
aattatggca
attgattctg
tccagaaata
acggccactt

accacggtca

<210>48
<211>135
<212>PRT

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> regione Ab 1519 VH di ratto

<400> 48
Met Asp Ile Ser
1

Val Glu

20

Arg Cys

Pro Gly Arg Ser

35

Ser Asn Tyr Gly

50

Glu
65

Trp Val Ala

Asp Ser Val Lys

Thr Leu

100

Leu Tyr

Tyr Tyr Cys Thr

115

Gly Thr
130
<210>49
<211>405
<212> DNA

Thr Val

Leu Ser Leu
5

Val Pro Leu

Met Lys Leu

Met Val Trp

55

Ile
70

Tyr Asp

Gly Arg Phe

Gln Met Asp

Thr Gly Ile

Thr Val Ser

135

<213> Sequenza Artificiale

Ala

Val

Ser

40

Val

Ser

Thr

Ser

vVal
120

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

105

Arg

Leu

10

Ser

Val

Gln

Gly

Ser

Arg

Pro

val

Gly

val

Ala

Asp

75

Arg

Ser

Phe

ctgggaggte
tggtectgggt
atggtgataa
atgcaaaaag
attactgtac

ccgteteg

Leu Phe Ile

Gly Gly Ser

Ser Gly Phe

45

Pro Lys Lys

60

Asn Thr Tyr

Asn Asn Ala

Thr
110

Glu Asp

Leu Tyr

125

Trp

catgaaactc
ccgeccaggcet
tacttactac
caccctatat

aacagggatt

Lys
15

Gly

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu

Tyr Arg

80

Lys Ser

95

Ala Thr

Gly Gln

60

120

180

240

300

348

Jacopo de Benedetti
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<220>

<223>regione Ab 1519 VH di ratto

<400> 49

atggacatca
gtgcegetgg
tgtgtagtct
aagaagggtc
gattccgtga
caaatggaca

cggccecttte
<210> 50
<211> 112
<212>PRT

gtctcagett
tggagtctgg
caggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gtctgaggtc

tctattgggg

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223>regione 1519 gL.20 V

<400> 50

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg

Ser Gly

35

Pro Lys

50

Ser
65

Arg

Ser Ser

Thr His
<210> 51
<211> 336
<212> DNA

Val

Lys

Arg

Phe

Leu

Phe

5

Thr
20

Ile

Thr Tyr Le

Ile

Leu

Se
70

Ser Gly

Gln Pro Gl

85

Pro His

100

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223>regione 1519 gL.20 V

Thr Gln

Thr

Tyr

Thr

ggcttteett

gggcggctea
tttcagtaat
cgcatatatt
cactatctcc
tgaggacacg

ccaaggaacc

Ser Pro

Cys Lys

u Tyr Trp

40

Leu Val

55

r Gly Ser

u Asp Phe

Phe Gly

- 98 -

gtccttttca
gtgcagcctg
tatggcatgg
gattctgatg
agaaataatg
gccacttatt

acggtcaccg

Ser Leu

10

Ser

Ser Ser Gln

25
Phe

Leu Gln

Ser Thr Leu

Thr Glu

75

Gly

Ala Thr

90

Tyr

Gln Thr

105

Gly

taaaaggtgt
ggaggtccat
tctgggteceg
gtgataatac
caaaaagcac
actgtacaac

tcteg

Ser Ala

Ser Leu

30

Pro
45

Lys
Asp Ser
Phe Thr
Tyr

Cys

Lys Leu

Ser

Vval

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

ccggtgtgag
gaaactctcce
ccaggctcca
ttactaccga
cctatatttg

agggattgtc

val
15

Gly

Gly Ala

Lys Ala

Ile Pro

Thr Ile

80

Gln
95

Gly

Ile Lys

110

60

120

180

240

300

360

405

Jacopo de Benedetti
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- 99 -

<400> 51
gatatccaga tgacccagag tccaagcagt ctctccgeca
attacctgta aaagctccca gtcecctggtg ggtgcaageg
ctcttccaga aaccgggcaa agcectccgaaa cgcectgatcet
agcggtattc cgtctegttt ctccggtage ggtagecggta
agctccctcece agccggagga ctttgectacce tattactgec
cacactttcg gccagggtac caaactggaa atcaaa
<210> 52
<211> 133
<212>PRT
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223>regione 1519 gL.20 V
<400> 52
Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile Ala Val Ala
1 5 10
Thr Val Ala Gln Ala Asp Ile Gln Met Thr Gln
20 25
Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr
35 40
Ser Leu Val Gly Ala Ser Gly Lys Thr Tyr Leu
50 55
Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu Ile Tyr
65 70 75
Asp Ser Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
85 90
Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu
100 105
Tyr Cys Leu Gln Gly Thr His Phe Pro His Thr
115 120
Lys Leu Glu Ile Lys
130
<210>53
<211>399
<212> DNA

<213> Sequenza Artificiale

gcgtaggcga
gcaaaaccta
atctggtgtce
ccgaattcac

tccagggcac

Leu Ala

Ser
30

Ser Pro

Cys Lys Ser

45

Tyr Leu

60

Trp

Leu Val Ser

Gly Ser Gly

Phe Ala

110

Asp

Phe Gly

125

Gln

Gly

tecgtgtgact
cctgtactgg
taccctggat
gctgaccatt

tcattttceg

Phe
15

Ala
Leu

Ser

Ser Gln

Phe Gln

Thr Leu
Thr Glu
Thr

Tyr

Gly Thr

60

120

180

240

300

336

Jacopo de Benedetti

USBM-043R B



<220>

<223>regione 1519 gL.20 V

<400> 53

atgaaaaaga
gctgatatce
actattacct
tggctcttce
gatagcggta
attagctccce

ccgcacactt
<210> 54
<211>219
<212>PRT

cagctatcge
agatgaccca
gtaaaagctc
agaaaccggg
ttcegteteg
tccagecegga

tcggccaggg

<213> Sequenza Artificiale

<220>

aattgcagtg
gagtccaagc
ccagtccctg
caaagctccg
tttcteceggt
ggactttgcet

taccaaactg

- 100 -

gcecttggetg
agtctctceg
gtgggtgcaa
aaacgcctga
agcggtageg
acctattact

gaaatcaaa

<223> catena leggera 1519 gL.20 (V + costante)

<400> 54

gtttcgctac
ccagcgtagg
gcggcaaaac
tctatctggt
gtaccgaatt

gcctceccaggg

cgtagcgcaa
cgatcgtgtg
ctacctgtac
gtctaccctg
cacgctgacc

cactcatttt

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

15

60

120

180

240

300

360

399

Jacopo de Benedetti
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Asp

Ser

Pro

Ser

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Arg

Gly

Lys

50

Arg

Ser

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

<210> 55

<211> 657

val

Lys

35

Arg

Phe

Leu

Phe

val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

<212>DNA
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223> catena leggera 1519 gL.20 (V + costante)

Thr

20

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Ile

Tyr

Ile

Gly

Pro

85

His

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Thr

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

vVal

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Lys

Trp

40

Vval

Ser

Phe

Gly

Val

120

Ser

Gln

val

Leu

Glu

200

Arg

- 101 -

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Ala

Gln

105

Phe

vVal

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Ser

Phe

Thr

Thr

Thr

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Gln

Gln

Leu

Glu

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Lys

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Val

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Gly

Lys

Ile

Thr

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Ala

Ala

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Jacopo de Benedetti
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<400> 55
gatatccaga

attacctgta
ctcttccaga
agcggtattce
agctcectcee
cacactttcg
ttcatcttce
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccce

gtcacccatc
<210> 56
<211> 240
<212>PRT

tgacccagag
aaagctccca
aaccgggcaa
cgtctegttt
agccggagga
gccagggtac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag

agggcctgag

<213> Sequenza Artificiale

<220>

tccaagcagt
gtcecetggtg
agctccgaaa
ctcecggtage
ctttgctace
caaactggaa
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctcaccagta

<223> catena leggera 1519 g.20

<400> 56
Met Lys Lys
1

Thr Val Ala

Ser Ala Ser

Leu Val

50

Ser

Lys Pro

65

Gly

Asp Ser Gly

Phe Thr Leu

Leu
115

Tyr Cys

- 102 -

ctctcegeca
ggtgcaagcg
cgcctgatcet
ggtagcggta
tattactgcce
atcaaacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaaaagtt

gcgtaggecga
gcaaaaccta
atctggtgtc
ccgaattcac
tccagggcac
cggtagegge
ctgecetetgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

ttaatagagg

Thr Ala Ile
5

Gln
20

Ala Asp

Val Gly Asp

Gly Ala Ser

Ala Pro

70

Lys

Ile Pro Ser

85

Thr
100

Ile Ser

Gln Gly Thr

Ala

Ile

Arg

Gly

Lys

Arg

Ser

His

Ile

Gln

Vval

40

Lys

Arg

Phe

Leu

Phe
120

Ala

Met

25

Thr

Thr

Leu

Ser

Gln

105

Pro

Val

10

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Pro

His

Ala

Gln

Thr

Leu

Tyr

75

Ser

Glu

Thr

Leu Ala

Ser Pro

Cys Lys

45

Tyr
60

Trp

Leu Val

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly

125

Gly

Ser

30

Ser

Leu

Ser

Gly

Ala

110

Gln

tegtgtgact
cctgtactgg
taccctggat
gctgaccatt
tcatttteceg
cccatctgte
tgtgtgectg
cgccctccaa
ctacagcctce
cgcetgegaa

ggagtgt

Phe
15

Ala

Ser Leu

Ser Gln

Phe Gln

Thr Leu

80

Thr
95

Glu
Thr

Tyr

Gly Thr

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657
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- 103 -

Ser

140

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

220

Asn

vVal

Ser

Gln

Val

Leu

205

Glu

Arg

Phe

Val

Trp

Thr

190

Thr

Val

Gly

Ile

Val

Lys

175

Glu

Leu

Thr

Glu

Phe

Cys

160

Vval

Gln

Ser

His

Cys
240

Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro
130 135
Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr
145 150 155
Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys
165 170
Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu
180 185
Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser
195 200
Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala
210 215
Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe
225 230 235
<210> 57
<211> 720
<212> DNA
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223> catena leggera 1519 g.20
<400> 57
atgaaaaaga cagctatcgc aattgcagtg gccttggcectg
gctgatatce agatgaccca gagtccaagc agtctctcecceg
actattacct gtaaaagctc ccagtccctg gtgggtgcaa
tggctcttece agaaaccggg caaagctccg aaacgcctga
gatagcggta ttcegtceteg ttteteceggt ageggtageg
attagctcece tccageccgga ggactttget acctattact
ccgcacactt tcggccaggg taccaaactg gaaatcaaac
gtcttcatct tcccgccatc tgatgagcag ttgaaatctg
ctgctgaata acttctatcc cagagaggcc aaagtacagt
caatcgggta actcccagga gagtgtcaca gagcaggaca
ctcagcagca ccctgacgct gagcaaagca gactacgaga
gaagtcaccc atcagggcct gagctcacca gtaacaaaaa
<210> 58
<211> 116

gtttcgctac
ccagcgtagg
gcggcaaaac
tctatctggt
gtaccgaatt
gcctecaggg
gtacggtagc
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gttttaatag

cgtagcgcaa
cgatcgtgtg
ctacctgtac
gtctaccctg
cacgctgace
cactcatttt
ggccccecatcet
tgttgtgtgce
taacgccctce
cacctacagc
ctacgcctge

aggggagtgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

Jacopo de Benedetti
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- 104 -

<212>PRT
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223> regione 1519 gH20 V
<400> 58
Glu Val Pro Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly Phe
20 25
Gly Met Val Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Tyr Ile Asp Ser Asp Gly Asp Asn Thr Tyr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Thr Thr Gly Ile Val Arg Pro Phe Leu Tyr Trp
100 105
Val Thr Val Ser
115
<210>59
<211> 348
<212> DNA
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223> regione 1519 gH20 V
<400> 59
gaggttcege tggtcgagtce tggaggcggg cttgtccage
tcttgtgcag tatctggett cacgttctec aactacggta
ccaggtaaag gtctggaatg ggtggcgtat attgactceg
cgcgactctg tgaaaggtcg cttcaccatt tccecgegata
ctgcagatga acagcctgceg tgctgaagat actgeggtgt
gtgcgtecegt ttctgtattg gggtcagggt accctcegtta
<210> 60
<211>137
<212>PRT

<213> Sequenza Artificiale

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr
60

Arg Asp

Lys Ser Ser

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

110

ctggagggag
tggtgtgggt
acggcgacaa
acgccaaatc
actattgcac

ctgtcteg

Gly
15

Gly

Asn Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu

cctgegtcete
tegtcagget
cacctactat
cagcctgtac

cactggcatc

60

120

180

240

300

348

Jacopo de Benedetti
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- 105 -

Ala Phe

15

Leu Gly Ala

Ser Gly Gly Leu

30

Gly

Ala Val

45

Ser Gly Phe

Gln Ala Pro Gly Lys

Gly Asp Asn Thr Tyr

80

Asn Ala

95

Ser Arg Asp

Ala Glu Thr

110

Arg Asp

Phe
125

Pro Leu Tyr Trp

<220>

<223>regione 1519 gH20 V

<400> 60

Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile Ala Val Ala

1 5 10

Thr Val Ala Gln Ala Glu Val Pro Leu Val Glu
20 25

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys

35 40
Thr Phe Ser Asn Tyr Gly Met Val Trp Val Arg
50 55

Gly Leu Glu Trp Val Ala Tyr Ile Asp Ser Asp

65 70 75

Tyr Arg Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile

85 90

Lys Ser Ser Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu
100 105

Ala Val Tyr Tyr Cys Thr Thr Gly Ile Val Arg

115 120
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
130 135

<210> 61

<211>411

<212> DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223>regione 1519 gH20 V

<400> 61

atgaagaaga ctgctatagc aattgcagtg gcgctagcetg

gctgaggttce cgctggtcga gtctggaggc gggcecttgtcecce

ctctettgtg cagtatctgg cttcacgttce tccaactacg

gctccaggta aaggtctgga atgggtggeg tatattgact

tatcgecgact ctgtgaaagg tcgettcacce atttceccegeg

tacctgcaga tgaacagcct gcgtgctgaa gatactgegg

atcgtgegte cgtttetgta ttggggtcag ggtacccecteg

gtttcgceccac
agcctggagg
gtatggtgtg
ccgacggcga
ataacgccaa
tgtactattg

ttactgtcte

cgtggcgcaa
gagcctgegt
ggttcgtcag
caacacctac
atccagectg
caccactggce

g

60

120

180

240

300

360

411
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<210> 62

<211>228

<212>PRT
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223> catena pesante 1519gH20 Fab' (V + gamma-1 CH1 umano + hinge)

<400> 62
Glu Val Pro Leu Val Glu Ser

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Thr

val

Ala

Leu

145

Gly

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Thr

Thr

Pro

130

Val

Ala

Arg

Val

35

Ile

Arg

Met

Gly

val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Phe

Asn

Ile

100

Ser

Ser

Asp

Thr

5

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

val

Ser

Lys

Tyr

Ser
165

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Arg

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Pro

Ser

Thr

135

Pro

Vval

- 106 -

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

Val

Ala

40

Asp

Arg

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Leu

105

Lys

Gly

Pro

Thr

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe
170

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Phe

Leu

45

Arg

Ser

Vval

Gln

Vval

125

Ala

Ser

vVal

Ser

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln
175

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser
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Ser Gly Leu

Leu Gly Thr
195

Thr Lys Val

210

Thr Cys Ala

225

<210> 63
<211> 684
<212>DNA

Tyr

180

Gln

Asp

Ala

<213> Sequenza Artificiale

<220>

200

215

- 107 -

185

Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser

190

205

220

Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn

Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His

<223> catena pesante 1519gH20 Fab' (V + gamma umano-1 CHI1 + hinge)

<400> 63
gaggttccge

tcttgtgcag
ccaggtaaag
cgcgactctg
ctgcagatga
gtgcgtcecegt
aagggcccat
gcectggget
ggcgccctga
tccectcagea
aacgtgaatc

gacaaaactc
<210> 64
<211> 249
<212>PRT

tggtcgagtce
tatctggett
gtctggaatg
tgaaaggtcg
acagcctgeg
ttctgtattg
cggtectteee
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag

acacatgcge

<213> Sequenza Artificiale

<220>

tggaggcggyg
cacgttctce
ggtggcgtat
cttcaccatt
tgctgaagat
gggtcagggt
cctggcacce
ggactacttc
gcacaccttce
cgtgececctee

caacaccaag

cgcg

<223> catena pesante 1519 gH20 Fab'

<400> 64

cttgtccage ctggagggag cctgegtctce

aactacggta
attgactccg
tccegegata
actgcggtgt
accctcgtta
tcctccaaga
cccgaaccgg
ccggcetgtee
agcagcttgg

gtcgacaaga

tggtgtgggt
acggcgacaa
acgccaaatc
actattgcac
ctgtctcgag
gcacctctgg
tgacggtgtc
tacagtcctce
gcacccagac

aagttgagcc

tcgtcaggcet
cacctactat
cagcctgtac
cactggcatc
cgcttctaca
gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctge

caaatcttgt

Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala

1

5

10

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

684
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Thr

val

Thr

Gly

65

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ser

145

Ala

Val

Ala

val

His

225

Cys

Val

Gln

Phe

50

Leu

Arg

Ser

val

Gln

130

val

Ala

Ser

Val

Pro

210

Lys

Asp

<210> 65

<211>747

Ala

Pro

35

Ser

Glu

Asp

Ser

Tyr

115

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

195

Ser

Pro

Lys

Gln

20

Gly

Asn

Trp

Ser

Leu

100

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

180

Gln

Ser

Ser

Thr

Ala

Gly

Tyr

val

Vval

85

Tyr

Cys

Leu

Leu

Cys

165

Ser

Ser

Ser

Asn

His
245

Glu

Ser

Gly

Ala

70

Lys

Leu

Thr

val

Ala

150

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

230

Thr

val

Leu

Met

55

Tyr

Gly

Gln

Thr

Thr

135

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

215

Lys

Cys

Pro

Arg

40

Vval

Ile

Arg

Met

Gly

120

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

200

Thr

Val

Ala

- 108 -

Leu
25

Leu

Trp

Asp

Phe

Asn

105

Ile

Ser

Ser

Asp

Thr

185

Tyr

Gln

Asp

Ala

Val

Ser

Val

Ser

Thr

90

Ser

Val

Ser

Lys

Tyr

170

Ser

Ser

Thr

Lys

Glu

Cys

Arg

Asp

75

Ile

Leu

Arg

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys
235

Ser

Ala

Gln

60

Gly

Ser

Arg

Pro

Ser

140

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

220

Val

Gly

val

45

Ala

Asp

Arg

Ala

Phe

125

Thr

Ser

Glu

His

Ser

205

Cys

Glu

Gly

30

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

110

Leu

Lys

Gly

Pro

Thr

190

Val

Asn

Pro

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

95

Asp

Tyr

Gly

Gly

Val

175

Phe

Val

Val

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

80

Ala

Thr

Trp

Pro

Thr

160

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser
240

Jacopo de Benedetti
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<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> catena pesante 1519 gH20 Fab'

<400> 65
atgaagaaga

gctgaggtte
ctctettgtg
gctccaggta
tatcgcgact
tacctgcaga
atcgtgegte
acaaagggcc
gcggecctgg
tcaggcgece
tactcccteca
tgcaacgtga

tgtgacaaaa
<210> 66
<211> 444
<212>PRT

ctgctatage
cgctggtcga
cagtatctgg
aaggtctgga
ctgtgaaagg
tgaacagcct
cgtttctgta
catcggtctt
gctgectggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcce

ctcacacatg

<213> Sequenza Artificiale

<220>

aattgcagtg
gtctggagge
cttcacgttce
atgggtggeg
tcgettcace
gcgtgectgaa
ttggggtcag
cccectggea
caaggactac
cgtgecacacc
gaccgtgecce
cagcaacacc

cgecegeg

- 109 -

gcgectagetg
gggcttgtcee
tccaactacg
tatattgact
atttccegeg
gatactgcgg
ggtacccteg
ccctecteca
ttcceccgaac
ttececeggetg
tccagcagcet

aaggtcgaca

gtttcgeccac
agcctggagg
gtatggtgtg
ccgacggcga
ataacgccaa
tgtactattg
ttactgtctce
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtce
tgggcaccca

agaaagttga

cgtggcgcaa
gagcctgegt
ggttcgtcag
caacacctac
atccagcctg
caccactggce
gagcgcttcet
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc

gcccaaatct

<223> catena pesante 1519gH20 IgG4 (V + gamma umano-4P costante)

<400> 66

Glu Val Pro Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Gly Met Val Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Tyr Ile Asp Ser Asp Gly Asp Asn Thr Tyr Tyr Arg Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Ser Ser Leu Tyr
65 70 75 80

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

747

Jacopo de Benedetti
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Leu

Thr

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

val

305

Ser

Gln

Thr

Thr

Pro

130

val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Met

Gly

val

115

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

195

val

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Asn

Ile

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Lys

Asp

Ala

Pro

Val

260

val

Gln

Gln

Gly

Ser

85

Val

Ser

Arg

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

245

val

Asp

Phe

Asp

Leu
325

Leu

Arg

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

135

Pro

val

Ser

Thr

val

215

Phe

Thr

Val

val

Ser

295

Leu

Ser

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Ser

Glu

Leu

105

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

185

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

265

Vval

Tyr

Gly

Ile

110 -

Asp

90

Tyr

Gly

Ser

val

Phe

170

Val

val

Lys

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu
330

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

140

val

Ala

Val

His

Gly

220

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

300

Tyr

Thr

Val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Pro

val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys
335

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Pro

Phe

240

Val

Phe

Pro

Thr

Val

320

Ala

Jacopo de Benedetti
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Lys Gly Gln

Glu Glu Met

355

Phe Tyr Pro

370

Glu
385

Asn

Phe Phe

Gly Asn

Tyr Thr

<210> 67
<211>1939
<212>DNA

Asn

Leu

val

Gln
435

Pro
340

Arg
Thr Lys
Ser

Asp

Tyr Lys

Glu

Asn

Ile

Thr

Pro Gln

Gln Val

360

Ala
375

Val

Thr Pro

390

Ser
405

Tyr

Phe
420

Ser

Lys Ser

<213> Sequenza Artificiale

<220>

Arg

Cys

Leu

Leu Thr

Val

Ser

Leu
440

Ser

- 111 -

val Thr

345

Tyr

Ser Leu Thr

Glu Trp Glu

Val Leu

395

Pro

Val Asp

410

Lys

Met His Glu

425

Ser Leu Gly

Leu Pro

Pro

Ser Gln

350

Leu
365

Cys

Ser Asn

380

Asp Ser

Ser

Arg

Ala Leu

Val

Gly

Asp

Trp

His

Lys Gly

Gln

Pro

Ser
400

Gly

Gln
415

Glu

Asn His

430

Lys

<223> catena pesante 1519gH20 IgG4 (V + gamma umano-4P costante, esoni)

<400> 67

gaggtaccac
tcttgtgetg
cctggaaagg
cgggattccg
ctgcagatga
gttaggecctt
aagggcccat
gccctgggcet
ggcgccectga
tccectcagea
aacgtagatc

cagggaggga

ttgtggaaag
tgtctggett
gtcttgaatg
tgaaaggacg
atagcctgag
ttctgtactg
ccgtettece
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag

gggtgtctge

cggaggaggt
caccttctee
ggtggcctat
cttcacaatc
agccgaggat
gggacagggc
cctggegecee
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgecectee
caacaccaag

tggaagccag

cttgtgcage
aattacggaa
attgactctg
tcccgagata
actgcegtgt
accttggtta
tgctccagga
cccgaaccgg
ccggetgtee
agcagcttgg
gtggacaaga

gctcagcecect

ctggaggaag
tggtctgggt
acggggacaa
acgccaagag
actattgcac
ctgtctegag
gcacctcecga
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacgaagac
gagttggtga

cctgectgga

tttacgtctce
cagacaagca
cacctactat
ctcactgtac
aacgggaatc
cgcttctaca
gagcacagcc
gtggaactca
aggactctac
ctacacctge
gaggccagca

cgcaccecegg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

Jacopo de Benedetti
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ctgtgecagcece
tctgaccacc
gcagccacag
tcagacctge
ggccaaactc
ccaatcttet
caacccaggc
agggacaggc

ttectggggg
tceeggaccee
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct
tcagctcgge
gcagccccga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctecctte
tgtcttctca

ctcecectgtet
<210> 68
<211> 347
<212>PRT

ccagcccagg
ccactcatge
gctggatgcece
caagagccat
tccactcect
ctctgcagag
ctcgeectee
cccagccggg
gaccatcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
ccaccctcetg
gagccacagg
ctgacctgee
gggcagcecgg
ttcctctaca
tgctcecgtga

ctgggtaaa

<213> Sequenza Artificiale

<220>

gcagcaaggc
ccagggagag
cctaccccag
atccgggagg
cagctcagac
tccaaatatg
agctcaaggce
tgctgacgeca
cttecetgtte
gtgcgtggtg
tggcgtggag
ccgtgtggte
gtgcaaggtc
aggtgggacc
ccctgggagt
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaggctaac

tgcatgaggc

<223> catena leggera 1519gL.20 FabFv

<400> 68

- 112 -

atgccccatc
ggtcttctgg
gcecctgegea
accctgecce
accttctcete
gtccceccatg
gggacaggtg
tccacctcca
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cacggggtge
gaccgctgtg
gcccccatce
cttctaccce
caagaccacg
cgtggacaag

tctgcacaac

tgtctcctea
atttttccac
tacaggggca
tgacctaagce
ctcccagatc
cccaccatge
ccctagagta
tctettecte
ccaaggacac
gccaggaaga
ccaagacaaa
ccgtectgea
gcctecegte
gagggccaca
ccaacctctg
caggaggaga
agcgacatcg
ccteecegtge
agcaggtggc

cactacacac

cccggaggec
caggctccgg
ggtgctgege
ccaccccaaa
tgagtaactc
ccaggtaagce
gcctgecatce
agcacctgag
tctcatgatce
cceccegaggte
gccgcgggag
ccaggactgg
ctccatcgag
tggacagagg
tccctacagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
aggaggggaa

agaagagcct

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Val Gly Ala

20

25

30

Ser Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Leu Phe Gln Lys Pro Gly Lys Ala

35

40

45

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1939
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Pro

Ser

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Ser

225

Gln

Thr

Gln

Lys

Lys

50

Arg

Ser

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val

210

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

Arg

Phe

Leu

Phe

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

Gly

Pro

Gln

Lys

275

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

vVal

Lys

Gly

Ser

Ser

260

Pro

Ser

Ile

Gly

Pro

85

His

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ser

245

Ser

Gly

Gly

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

230

val

Pro

Lys

val

Leu

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

215

Gly

Ser

Ser

Ala

Pro

val

Ser

Phe

Gly

Val

120

Ser

Gln

Vval

Leu

Glu

200

Arg

Gly

Ala

Val

Pro

280

Ser

Ser

Gly

Ala

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Gly

Ser

Trp

265

Lys

Arg

113 -

Thr

Thr

Thr

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Gly

Val

250

Ser

Leu

Phe

Leu

Glu

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

155

Gln

Ser

His

Cys

Ser

235

Gly

Asn

Leu

Ser

Asp

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Ser

220

Asp

Asp

Phe

Ile

Gly

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

205

Gly

Ile

Arg

Leu

Tyr

285

Ser

Gly

Leu

Leu

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Gly

Gln

Val

Ser

270

Glu

Gly

Ile

Thr

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Met

Thr

255

Trp

Ala

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Gly

Thr

240

Ile

Tyr

Ser

Gly

Jacopo de Benedetti
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290

Thr Asp Phe Thr

305

Thr Tyr Tyr Cys

Gly Cys Gly Thr

<210> 69
<211>1041
<212>DNA

295

310

325

340

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> catena leggera 1519gL.20 FabFv

<400> 69

gatatccaga
attacgtgta
ctctttcaga
tctgggatac
tcatcgetge
cacactttcg
ttcatcttce
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccce
gtcacccatc
ggtggeggtg
cagagtcctt
tctecctageg
aaacttctga
tctggatcag
acctactatt

aaggtggaaa
<210>70
<211> 367

tgacccagag
agagctccca
agcctggcaa
cgtcacgatt
aacccgagga
gccaggggac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgtce
agggcctgag
gcagtggtgg
catcggtatc
tctggagcaa
tttatgaage
ggacagactt
gtggtggagg

tcaaacgtac

cccatctage
atctectcgtg
ggcaccaaaa
tteceggatet
ctttgctacc
aaaactcgaa
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
taaagcagac
ctcaccagta
gggaggctcc
cgcgteegtt
ttttectatce
ctcgaaactce
cacgttgaca
ttacagtagc

c

- 114 -

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln

315

Gly Gly Gly Tyr Ser Ser Ile

330

Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr

345

ttatccgett
ggtgcaagtg
cggctgatct
gggagcggaa
tactactgcc
atcaaacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaaaagtt
ggaggtggcg
ggcgataggg
tggtatcaac
accagtggag
atcagttcge

ataagtgata

300

Pro Glu Asp Phe Ala

320

Ser Asp Thr Thr Phe

ccgttggtga
gcaagaccta
atctggtgtc
ctgagttcac
tgcaaggcac
cggtagcgge
ctgecectetgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtgta
ttaatagagg
gttcagacat
tgactattac
agaaaccggg
tteccgtcaag
tgcaaccaga

cgacatttgg

335

tcgegtgaca
tctgtactgg
tacccttgac
actcacgatt
tcatttcecct
cccatctgtce
tgtgtgectg
cgccecctccaa
ctacagcctg
cgcctgecgaa
ggagtgtagc
acaaatgacc
atgtcaaagc
gaaggctcca
attcagtgge
ggactttgcg

gtgecggtact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1041
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<212>PRT
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223> catena leggera 1519gL.20 FabFv

<400> 70
Met Ser Val Pro

1

Asp

Ala

Leu

Pro

65

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

145

Leu

Asn

Ser

Ala

Ala

Ser

val

50

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

130

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
210

Arg

val

35

Gly

Lys

Ile

Thr

Gln

115

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

195

Tyr

Cys

20

Gly

Ala

Ala

Pro

Ile

100

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

180

Ser

Glu

Thr Gln Val Leu

5

Asp

Asp

Ser

Pro

Ser

85

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

165

Ser

Thr

Lys

Ile

Arg

Gly

Lys

70

Arg

Ser

His

Thr

Leu

150

Pro

Gly

Tyr

His

Gln

val

Lys

55

Arg

Phe

Leu

Phe

vVal

135

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
215

Met

Thr

40

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

120

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

200

val

- 115 -

Gly

Thr

25

Ile

Tyr

Ile

Gly

Pro

105

His

Ala

Gly

Ala

Gln

185

Ser

Tyr

Leu

10

Gln

Thr

Leu

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

170

Glu

Ser

Ala

Leu

Ser

Cys

Tyr

Leu

75

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

155

Vval

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

Lys

Trp

Val

Ser

Phe

Gly

Val

140

Ser

Gln

Vval

Leu

Glu
220

Leu

Ser

Ser

45

Leu

Ser

Gly

Ala

Gln

125

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

205

val

Trp

Ser

Ser

Phe

Thr

Thr

Thr

110

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

190

Leu

Thr

Leu

15

Leu

Gln

Gln

Leu

Glu

95

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

175

Gln

Ser

His

Thr

Ser

Ser

Lys

Asp

80

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

160

Asp

Asp

Lys

Gln

Jacopo de Benedetti

USBM-043R B



Gly Leu

225

Gly Gly

Ile Gln
Val

Arg

Ser
290

Leu

Tyr Glu

305

Ser Gly

Glu Asp

Asp Thr

<210>71
<211> 1101
<212> DNA

Ser

Gly

Met

Thr
275

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr
355

Ser Pro

val

Thr Lys

230

Gly Ser

245

Thr
260

Gln
Ile Thr
Gln

Tyr

Ser Lys

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

Gly Gly

Pro Ser

Gln Ser

280

Lys Pro

295

Thr Ser

310

Thr
325

Gly

Ala Thr

340

Phe Gly

<213> Sequenza Artificiale

<220>

Asp

Tyr

Cys

Phe Thr

Tyr

Cys

Thr
360

Gly

<223> catena leggera 1519gL.20 FabFv

<400> 71
atgtctgtce

gatatccaga
attacgtgta
ctctttcaga
tctgggatac
tcatcgetge
cacactttcg
ttcatcttece

ctgaataact

ccacccaagt
tgacccagag
agagctccca
agcctggcaa
cgtcacgatt
aacccgagga
gccaggggac
cgccatctga

tctatcccag

ccteggacte
cccatctage
atctctegtg
ggcaccaaaa
ttececggatet
ctttgctacc
aaaactcgaa
tgagcagttg

agaggccaaa

- 116 -

Phe Asn

235

Ser

Ser
250

Gly Gly

Ser Val Ser

265

Ser Pro Ser

Gly Lys Ala

Val Pro

315

Gly

Thr
330

Leu Ile

Gly
345

Gly Gly

Lys Val Glu

ctgctactct
ttatccgett
ggtgcaagtg
cggctgatct
gggagcggaa
tactactgce
atcaaacgta
aaatctggaa

gtacagtgga

Arg Gly Glu

Gly Gly Gly

Ala Val

270

Ser

Val Trp Ser

285

Pro Leu

300

Lys

Ser Arg Phe

Ser Ser Leu

Ser
350

Tyr Ser

Ile Lys

365

ggcttacaga
ccgttggtga
gcaagaccta
atctggtgtce
ctgagttcac
tgcaaggcac
cggtagcgge
ctgecetetgt

aggtggataa

Ser
240

Cys

Ser
255

Asp

Gly Asp

Asn Phe

Leu Ile

Ser Gly

320

Gln
335

Pro

Ile Ser

Arg Thr

tgccagatge
tcgegtgaca
tctgtactgg
tacccttgac
actcacgatt
tcatttcecct
cccatctgte
tgtgtgectg

cgcecctccaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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tcgggtaact
agcagcaccce
gtcacccatc
ggtggcggtg
cagagtcctt
tctectageg
aaacttctga
tctggatcag
acctactatt

aaggtggaaa
<210> 72
<211> 357
<212>PRT

cccaggagag
tgacgctgte
agggcctgag
gcagtggtgg
catcggtatc
tctggagcaa
tttatgaagce
ggacagactt
gtggtggagg

tcaaacgtac

<213> Sequenza Artificiale

<220>

tgtcacagag
taaagcagac
ctcaccagta
gggaggctcc
cgcgtcecegtt
ttttectatce
ctcgaaactc
cacgttgaca
ttacagtagc

c

<223> catena pesante 1519gH20 FabFv

<400> 72

Glu Val Pro Leu Val Glu Ser

1

Ser Leu

Gly Met

35

Ala Tyr

50

Lys
65

Gly
Leu Gln
Thr

Thr

Val Thr

Arg

val

Ile

Arg

Met

Gly

val
115

5

Leu Ser

20

Trp Val

Asp Ser
Phe

Thr

Ser
85

Asn

Ile
100

Val

Ser Ser

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Arg

Ala

Gly

Ala Val

Gln Ala

40

Gly
55

Asp
Ser Arg
Arg Ala
Phe

Pro

Thr
120

Ser

- 117 -

caggacagca
tacgagaaac
acaaaaagtt
ggaggtggcyg
ggcgataggg
tggtatcaac
accagtggag
atcagttcge

ataagtgata

Gly Gly

10

Leu

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Asn Thr Tyr

Ala
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

Leu
105

Tyr Trp

Lys Gly Pro

aggacagcac
acaaagtgta
ttaatagagg
gttcagacat
tgactattac
agaaaccggg
tteccgtcaag
tgcaaccaga

cgacatttgg

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr
60

Arg Asp

Lys Ser Ser

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

110

val
125

Ser Phe

ctacagcctg
cgcctgegaa
ggagtgtagc
acaaatgacc
atgtcaaagce
gaaggctcca
attcagtggce
ggactttgeg

gtgcggtact

Gly
15

Gly

Asn Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys
Thr

Leu

Pro Leu

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1101
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Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Gly

225

Leu

Ser

Val

Ala

Ile

305

Leu

Gly

Vval

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Ser

Glu

Cys

Arg

Ser

290

Ser

Arg

Tyr

Thr

<210>73
<211>1071

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Gly

Ser

Ala

Gln

275

Gly

Arg

Ala

Ser

val
355

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Gly

Gly

Vval

260

Ala

Thr

Asp

Glu

Thr

340

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Gly

Gly

245

Ser

Pro

Thr

Asn

Asp

325

Ala

Ser

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

230

Gly

Gly

Gly

Phe

Ser

310

Thr

Pro

Thr

135

Pro

val

Ser

Ile

Val

215

Thr

Leu

Ile

Lys

Tyr

295

Lys

Ala

Tyr

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Gly

Val

Asp

Cys

280

Ala

Asn

val

Phe

- 118 -

Gly

Pro

Thr

Vval

185

Asn

Pro

Gly

Gln

Leu

265

Leu

Thr

Thr

Tyr

Asp
345

Gly

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Pro

250

Ser

Glu

Trp

Val

Tyr

330

Leu

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly

235

Gly

Asn

Trp

Ala

Tyr

315

Cys

Trp

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Cys

220

Ser

Gly

Tyr

Ile

Lys

300

Leu

Ala

Gly

Ala

Ser

Vval

Pro

Lys

205

Ser

Glu

Ser

Ala

Gly

285

Gly

Gln

Arg

Gln

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Gly

Val

Leu

Ile

270

Ile

Arg

Met

Thr

Gly
350

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Gly

Gln

Arg

255

Asn

Ile

Phe

Asn

Val

335

Thr

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Gly

Leu

240

Leu

Trp

Trp

Thr

Ser

320

Pro

Leu
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<212>DNA

<213> Sequenza Artificiale

<220>

<223> catena pesante 1519gH20 FabFv

<400> 73

gaggtaccac
tcttgtgetg
cctggaaagg
cgggattcecg
ctgcagatga
gttaggcecett
aagggcccat
gcectggget
ggtgccctga
tcectgagea
aacgtgaatc
agtggaggtg
cttgagtctg
agcggcatcg
ttagaatgga
ggaaggttta
ttgcgagcag

gcaccctact
<210> 74
<211> 376
<212>PRT

ttgtggaaag
tgtctggett
gtcttgaatg
tgaaaggacg
atagcctgag
ttectgtactg
cggtetteee
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
ggggctcagg
gaggaggcct
acctgagcaa
tcggtataat
caattagcceg
aggacacggc

tcgatctgtg

<213> Sequenza Artificiale

<220>

cggaggaggt
caccttctee
ggtggcctat
cttcacaatc
agccgaggat
gggacagggc
cctggcacce
ggactacttc
tcacaccttce
cgtgecctee
caacaccaag
tggaggcggg
agtccagcecect
ttacgccatc
atgggccagt
ggacaatagc
ggtgtactat

gggacaaggg

<223> catena pesante 1519gH20 FabFv

<400> 74

- 119 -

cttgtgcage
aattacggaa
attgactctg
tceccgagata
actgccgtgt
accttggtta
tcctceccaaga
cccgaaccag
ccggcetgtee
agcagcttgg
gtcgataaga
accggtggag
ggagggagce
aactgggtga
gggacgacct
aaaaacaccg
tgtgctecgeca

accctggtga

ctggaggaag
tggtctgggt
acggggacaa
acgccaagag
actattgcac
ctgtectecgag
gcacctctgg
tgacggtgtc
tacagtcttce
gcacccagac
aagttgagcce
gtggcagcga
tgegtctete
gacaagctcc
tttatgctac
tgtatctcca
ctgtcccagg

ctgtttcaag

tttacgtcte
cagacaagca
cacctactat
ctcactgtac
aacgggaatc
cgcgtccaca
gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctge
caaatcttgt
ggttcaactg
ttgtgcagta
ggggaagtgt
atgggcgaaa
aatgaactcc
ttatagcact

t

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly

1

5

10

15

Val His Ser Glu Val Pro Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln

20

25

30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly Phe Thr Phe

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1071
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Ser

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly

Phe

145

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

225

Gly

Val

Leu

Asn

50

Trp

Ser

Leu

Tyr

Thr

130

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

210

Ser

Gly

Gln

Arg

35

Tyr

Val

Vval

Tyr

Cys

115

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

195

Ser

Asn

Gly

Leu

Leu
275

Gly

Ala

Lys

Leu

100

Thr

Val

Ala

Leu

Gly

180

Ser

Leu

Thr

Gly

Leu

260

Ser

Met

Tyr

Gly

85

Gln

Thr

Thr

Pro

val

165

Ala

Gly

Gly

Lys

Ser

245

Glu

Cys

Vval

Ile

70

Arg

Met

Gly

Val

Ser

150

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

230

Gly

Ser

Ala

Trp

55

Asp

Phe

Asn

Ile

Ser

135

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

215

Asp

Gly

Gly

Val

40

Val

Ser

Thr

Ser

Val

120

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

200

Thr

Lys

Gly

Gly

Ser
280

- 120 -

Arg

Asp

Ile

Leu

105

Arg

Ala

Ser

Phe

Gly

185

Leu

Tyr

Lys

Gly

Gly

265

Gly

Gln

Gly

Ser

90

Arg

Pro

Ser

Thr

Pro

170

Val

Ser

Ile

Val

Thr

250

Leu

Ile

Ala

Asp

75

Arg

Ala

Phe

Thr

Ser

155

Glu

His

Ser

Cys

Glu

235

Gly

Val

Asp

Pro

60

Asn

Asp

Glu

Leu

Lys

140

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

220

Pro

Gly

Gln

Leu

45

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

125

Gly

Gly

val

Phe

val

205

val

Lys

Gly

Pro

Ser
285

Lys

Tyr

Ala

Thr

110

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

190

Thr

Asn

Ser

Gly

Gly

270

Asn

Gly

Tyr

Lys

95

Ala

Gly

Ser

Ala

val

175

Ala

val

His

Cys

Ser

255

Gly

Tyr

Leu

Arg

Ser

Val

Gln

vVal

Ala

160

Ser

Val

Pro

Lys

Ser

240

Glu

Ser

Ala
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Ile

Ile

305

Arg

Met

Thr

Gly

Asn

290

Ile

Phe

Asn

vVal

Thr
370

<210>75
<211>22
<212>PRT
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223> Tsp 5' selvatico

<400> 75
Met Asn Met Phe Phe Arg Leu Thr Ala Leu Ala Gly Leu Leu Ala Ile

1

Trp

Trp

Thr

Ser

Pro

355

Leu

Val

Ala

Ile

Leu

340

Gly

Vval

Arg

Ser

Ser

325

Arg

Tyr

Thr

5

Gln Ala
295

Gly Thr

310

Arg Asp

Ala Glu

Ser Thr

Val Ser
375

Ala Gly Gln Thr Phe Ala

<210> 76
<211> 66
<212>DNA
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223> Tsp 5' selvatico

<400> 76
atgaacatgt tttttaggct taccgcgtta gctggecctge ttgcaatagec aggccagacc 60

tteget

<210> 77
<211>19
<212>PRT
<213> Sequenza Artificiale
<220>
<223> frammento mutato Tsp 5'

<400> 77
Met Asn Ser Phe Leu Gly Leu Pro Arg Leu Ala Cys Leu Gln Gln Ala

1

Arg His Leu

20

5

Pro

Thr

Asn

Asp

Ala

360

Ser

- 121 -

Gly

Phe

Ser

Thr

345

Pro

Lys

Tyr

Lys

330

Ala

Tyr

10

10

Cys

Ala

315

Asn

Vval

Phe

Leu

300

Thr

Thr

Tyr

Asp

Glu

Trp

Val

Tyr

Leu
365

Trp

Ala

Tyr

Cys

350

Trp

Ile Gly
Lys Gly

320

Leu Gln
335

Ala Arg

Gly Gln

15

66

15
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<210> 78

<211> 66

<212> DNA

<213> Sequenza Artificiale
<220>

<223> frammento mutato Tsp 5'

<400> 78
atgaattcgt ttttaggett accgegttag ctggcctgcet tgcaatagca ggccagacat

taattg

<210> 179

<211>20

<212>PRT

<213> Artificiale

<220>

<223> delta ptr (proteasi III) 5' mutata

<400> 79
Ile Pro Arg Ser Thr Trp Phe Lys Ala Leu Leu Leu Leu Val Ala Leu
1 5 10 15

Trp Ala His Cys
20
<210> 80
<211> 66
<212> DNA
<213> Artificiale
<220>
<223> delta ptr (proteasi III) 5' mutata

<400> 80
tgaattcccce gcagcacctg gttcaaagca ttattgttgt tagttgccet ttgggcacat

taatgt

<210> 81

<211>21

<212>PRT

<213> Artificiale

<220>

<223> ptr (proteasi III) 5' selvatica

<400> 81
Met Pro Arg Ser Thr Trp Phe Lys Ala Leu Leu Leu Leu Val Ala Leu
1 5 10 15

Trp Ala Pro Leu Ser

20
<210> 82
<211> 66
<212> DNA
<213> Artificiale
<220>

<223> ptr (proteasi III) 5' selvatica

60

66

60

66
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<400> 82
tgaatgccce gcagcacctg gttcaaagca ttattgttgt tagttgccct ttgggcaccce 60
ttaagt 66
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Rivendicazioni
1. Cellula batterica ricombinante gram-negativa comprendente:
a. un gene spr mutato codificante una proteina avente una mutazione in uno o piu degli amminoacidi selezionati
tra D133, H145, H157, N31, R62, 170, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, V135, L136, G140, R144
eGl47e
b. un vettore di espressione comprendente un gene che esprime o sovraesprime una o piu proteine in grado di
facilitare il ripiegamento proteico scelte tra FkpA, Skp o una combinazione di FkpA e Skp,
in cui la cellula ha una attivita ridotta della proteina Tsp paragonata ad una cellula selvatica e in cui la cellula
non comprende un polinucleotide ricombinante codificante DsbC e in cui la cellula batterica ¢ isogenica rispetto
a una cellula E. coli selvatica ad eccezione del gene mutato spr e della modifica necessaria a ridurre I’attivita
della proteina Tsp rispetto ad una cellula selvatica.
2. Cellula secondo la rivendicazione 1, in cui il gene spr mutante codifica una proteina spr avente una o piu
mutazioni selezionate tra D133A, H145A, H157A, N31Y, R62C, 170T, Q73R, C94A, S95F, VI8E, Q99P,
R100G, L108S, Y115F, V135D, V135G, L136P, G140C, R144C e G147C.
3. Cellula secondo la  rivendicazione 1, in cui i gene spr mutante codifica una
proteina spr avente le mutazioni C9%4 e HI145A.

4. Cellula secondo la rivendicazione 1, in cui il gene spr mutante codifica una proteina

spr avente una mutazione selezionata tra DI33A, HI145A e HI57A.
5. Cellula secondo la rivendicazione 1, in cui il gene spr mutante codifica una
proteina spr avente una mutazione selezionata tra C94A.

6. Cellula secondo  una  qualsiasi rivendicazione precedente, in cui il gene  spr
mutante ¢ integrato nel genoma della cellula.

7. Cellula secondo una qualsiasi rivendicazione precedente in cui un gene codificante una proteina in grado di
facilitare il ripiegamento proteico ¢ trasfettato in modo transiente nella cellula.

8. Cellula secondo una qualsiasi  rivendicazione  precedente in cui la  proteina in
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grado di facilitare il ripiegamento proteico ¢ FkpA.
9. Cellula secondo una qualsiasi rivendicazione precedente, in cui la cellula comprende ulteriormente uno o piu
dei seguenti geni mutati:

a. un gene DegP codificante una proteina DegP con attivita di chaperone e attivita proteasica ridotta;

b. un gene ptr mutato, in cui il gene ptr mutato codifica una proteina Proteasi III con attivita proteasica ridotta o ¢
un gene ptr mutato knockout; e

c. un gene OmpT mutato, in cui il gene OmpT mutato codifica una proteina OmpT con attivita proteasica ridotta
o ¢ un gene OmpT mutato knockout.

10. Cellula secondo una qualsiasi rivendicazione precedente, in cui la cellula comprende un gene Tsp mutato
codificante una proteina Tsp con attivita proteasica ridotta o ¢ un gene Trp mutato.
11. Cellula secondo una qualsiasi rivendicazione precedente, in cui la cellula ha un gene Tsp mutato knockout
che comprende una mutazione al codone di inizio del gene e/o uno o piu codoni di terminazione collocati a valle
del codone d’inizio del gene e a monte del codone di terminazione del gene.

12. Cellula secondo la rivendicazione 11, in cui il gene Tsp mutato knockout comprende un sito di restrizione
marcatore creato da una mutazione missenso al codone di inizio del gene e opzionalmente una o piu ulteriori
mutazioni puntiformi.

13. Cellula secondo la rivendicazione 12, in cui il gene Tsp mutato knockout comprende SEQ ID NO:3.
14. Cellula secondo wuna qualsiasi rivendicazione precedente, in cui la cellula ¢ E. coli
15. Cellula secondo la rivendicazione 14 in cui il ceppo di E. coli ¢ K12 o W3I10.
16. Cellula secondo una qualsiasi rivendicazione precedente, in cui la cellula comprende una sequenza
polinucleotidica codificante una proteina di interesse selezionata tra un anticorpo o un suo frammento legante un
antigene.

17. Cellula secondo la rivendicazione 16, in  cui l’anticorpo o il suo frammento
legante un antigene e specifico per FcRn.

18. Metodo per produrre una proteina di interesse comprendente coltivare una cellula batterica ricombinante
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gram-negativa come definita in una qualsiasi delle rivendicazioni da 1 a 17 in un terreno di coltura in condizioni
efficaci per esprimere la proteina ricombinante di interesse e recuperare la proteina ricombinante di interesse dal
periplasma della cellula batterica ricombinante gram-negativa e/o dal terreno di coltura.

19. Metodo secondo la rivendicazione 18 in cui il metodo comprende inoltre il recuperare la proteina di interesse
dalla cellula.

20. Metodo secondo la rivendicazione 19 in cui la proteina di interesse ¢ recuperata dal periplasma e/o dal

sovranatante.
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Figura 6 Western Blot in condizioni non riducenti per un Batch scala pilota da 20L

MXE016 FkpA
MW 1 B 23 B 456789

1-Controllo positivo His-tag (DbsC)
2-30°C estratto su piccola scala
3-60°C estratto su piccola scala
4-Sovranatante fase pesante
5-Fase leggera

6-Aggiunta post buffer

7-Post estrazione
8-Centrifugazione post estratto
9-Post filtrazione

Jacopo de Benedetti
USBM-043R B


RMRAL
Testo digitato
7/24


8/24

Figura 7A Mutazioni in vari geni
(proteasi 11I) 5’ Selvatica (SEQIDNO 81 ¢ 82)

M P R 8 T W F K A L L L L V
TGA ATG CCC CGC AGC ACC TGG TTC AAAGCATTATTGTTGTTA GTT

A L W A P L S
GCC CTT TGG GCA CCC TTA AGT

A ptr (proteasi I1I) 5° Mutata (SEQIDNO 79 e 80)

N NN N O O T

o P R S T W F K A L L L L \Y
TGA ATTCCC CGC AGCACCTGGTTCAAAGCATTATTGTTG TTAGTT

A A v e v

A L W A H * C
GCC CTT TGG GCA CAT TAA TGT

Figura 7b

Tsp 5’ Selvatica (SEQIDNO 75:¢ 76)

M N M F F R L T A L A G L L A
ATGAAC ATGTTT TTTAGG CTT ACC GCG TTAGCT GGC CTG CTT GCA

I A G Q T F A
ATA GCA GGC CAG ACCTTC GCT

A Tsp 5° Mutata (SEQIDNO 77 ¢ 78)
EcoR |

A At N g

M N S F L G L P R * L A C L Q
ATGAAT TCGTTT TTAGGC TTA CCG CGT TAG CTG GCC TGC TTG CAA

* Q A R H * L
TAG CAG GCC AGA CATTAATTG
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Figura 7C
: DegP Selvatica
202 D A A | N R G N 8§ G G
949 GAT GCA GCG ATC AAC CGT GGT AAC TCC GGT GGT

DegP S210A Mutata
Ase |

B N ]

b A A | N R G N A G G

202
949 GAT GCA GCG ATT AAT CGT GGT AAC GCC GGT GGT

fFigura 7D inserzione genica

EcoRI

EcoRlI Ndel

Asel ATTAAT(G)
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Figura 8A SEQ ID NO I: ¢ la sequenza di DNA del gene Tsp selvatico inclusi i 6 nucleotidi
ATGAAC a monte del codone d'inizio

ATGAACATGTTTTTTAGGCTTACCGCGTTAGCTGGCCTGCTTGCAATAGCAGGCCAGACCTTCGCTGTAGAA
GATATCACGCGTGCTGATCAAATTCCGGTATTAAAGGAAGAGACGCAGCATGCGACGGTAAGTGAGCGCGTA
ACGTCGCGCTTCACCCGTTCTCATTATCGCCAGTTCGACCTCGATCAGGCATTTTCGGCCARAATCTT TGAC
CGCTACCTGAATCTGCTCGATTACAGCCACAACGTGCTGCTGGCAAGCGATGT TGAACAGTTCGCGAAAAAG
AAAACCGAGTTAGGCGATGAACTGCGTTCAGGCAAACTCGACGTTTTCTACGATCTCTACAATCTGGCGCAA
AAGCGCCGTTTTGAGCGTTACCAGTACGCTTTGTCGGTACTGGAAAAGCCGATGGATTTCACCGGCAACGAC
ACTTATAACCTITGACCGCAGCAAAGCGCCCTGGCCGAAAAACGAGGCTGAGT TGAACGCGCTGTGGGACAGT
AAAGTCAAATTCGACGAGTTAAGCCTGAAGCTGACAGGAAAAACGGATAAAGAAATTCGTGAAACCCTGACT
CGCCGCTACAAATTTGCCATTICGTCGTCTGGCGCARACCAACAGCGAAGATGTTTTCTCGCTGGCAATGACE
GCGTTTGCGCGTGAAATCGACCCGCATACCAACTATCTTTCCCCGCGTAATACCGAACAGTTCAACACTGARN
ATGAGTTTGTCGCTGGAAGGTATTGGCGCAGTGCTGCAAATGGATGATGACTACACCGTTATCAATTCGATG
GTGGCAGGTGGTCCGGCAGCGAAGAGTAAAGCTATCAGCGTTGGTGACAAAATTGTCGGTGT TGGTCAAACA
GGCAAGCCGATGGTTGACGTGATTGGCTGGCGTCTTGATGATGTGGTTGCCTTAATTARAAGGGCCGAAGGGC
AGTAAAGTTCGTCTGGAAATTTTACCTGCTGGTAAAGGGACCAAGACCCGTACTGTAACGTTGACCCGTGAA
CGTATTCGTCTCGAAGACCGCGCGGTTAAAATGTCGGTGAAGACCGTCGGTAAAGAGARAGTCGGCGTGCTG
GATATTCCGGGCTTCTATGTGGGTTTGACAGACGATGTCAAAGTGCAACTGCAGAAACTGGAAAAACAGAAT
GTCAGCAGCGTCATCATCGACCTGCGTAGCAATGGCGGTGGGGCGTTAACTGAAGCCGTATCGCTCTCCGGT
CTGTTTATTCCTGCGGGTCCCATTGTTCAGGT CCGCGATAACAACGGCAAGGTTCGTGAAGATAGCGATACC
GACGGACAGGTTTTCTATAAAGGCCCGLCTGGETGGTGCTGGTTGACCGCTTCAGTGCTTCGGCTTCAGARATC
TTTGCCGCGGCAATGCAGGATTACGGTCGTGCGCTGGTTGTGGGTGAACCGACGTTTGGTAAAGGCACCGTT
CAGCAATACCGTTCATTGAACCGTATTTACGATCAGATGTTACGTCCTGAATGGCCAGCGCTGGGTTCIGTG
CAGTACACGATCCAGAAATTCTATCGCGTTAACGGCGGCAGTACGCAACGTAAAGGCGTAACGCCAGACATC
ATCATGCCGACGGGTAATGAAGAAACGGAAACGGGTGAGAAATTCGAAGATAACGCGCTGCCGTGGGATAGC
ATTGATGCCGCGACTTATGTGAAATCAGGAGATTTAACGGCCTTTGAACCGGAGCTGCTGAAGGAACATAAT
GCGCGTATCGCGAAAGATCCTGAGTTCCAGAACATCATGAAGGATATCGCGCGCTTCAACGCTATGAAGGAC
AAGCGCAATATCGTTICTCTGAATTACGCTGTGCGTGAGAAAGAGAATAATGAAGATGATGCGACGCGTCTG
GCGCGTTTGAACGAACGCTTTAAACGCGAAGGTAAACCGGAGTTGAAGAAACTGGATGATCTACCGAAAGAT
TACCAGGAGCCGGATCCTTATCTGGATGAGACGGTGAATATCGCACTCGATCTGGCGAAGCTTGARRAAGCC
AGACCCGCGGAACAACCCGCTCCCGTCAAGTAA

jFigura 8b SEQ ID NO 2 ¢ la sequenza amminoacidica della proteina Tsp selvatica

MEFRLTALAGLLAIAGQTFAVEDITRADQIPVLKEETQHATVSERVTSRFTRSHYRQFDLDQAFSAKIFDRY
INLLDYSHNVLLASDVEQFAKKKTELGDELRSGKLDVEYDLYNLAQKRRFERYQYALSVLEKPMDETGNDTY
NLDRSKAPWPRNEAELNALWDSKVKFDELSLKLTGKTDKE IRETLTRRYKFAIRRLAQTNSEDVFSLAMTAF
AREIDPHTNYLSPRNTEQFNTEMSLSLEGIGAVLQOMDDDY TVINSMVAGGPAAKSKATISVGDKIVGVGQTGK
PMVDVIGWRLDDVVALIKGPKGSKVRLEILPAGKGTKTRTVILTRERIRLEDRAVKMSVKTVGKEKVGVLDI
PGEYVGLTDDVKVQLOKLEKQNVSSVIIDLRSNGGGALTEAVSLSGLFIPAGPIVQVRDNNGKVREDSDTDG
QVFYKGPLVVLVDRFSASASEIFAAAMODYGRALVVGEPTFGKGTVQQYRSLNRIYDOMLRPEWPALGSVQY
TIQKFYRVNGGSTQRKGVTPDIIMPTGNEETETGEKFEDNALPWDSIDAATYVKSGDLTAFEPELLKEHNAR
IAKDPEFQNIMKDIARFNAMKDKRNIVSLNYAVREKENNEDDATRLARLNERFKREGKPELKKLDDLPKDYQ
EPDPYLDETVNIALDLAKLEKARPAEQPAPVK™

Jacopo de Benedetti
USBM-043R B


RMRAL
Testo digitato
10/24


11/24

Figura 8C

SEQ ID NO 3 ¢ la sequenza di DNA di un gene Tsp mutato knockout inclusi i 6 nucleotidi
ATGAAT a monte del codone d'inizio

ATGAATTCGTTTTTAGGCTTACCGCGTTAGCTGGCCTGCTTGCAATAGCAGGCCAGACATTAATTGTAGAAG
ATATCACGCGTGCTGATCAAATTCCGGTATTAAAGGAARGAGACGCAGCATGCGACCGTAAGTGAGCGCGTAA
CGTCGCGCTTCACCCGTTCTCATTATCGCCAGTTCGACCTCGATCAGGCATTTTCCGGCCAAAATCTTTGACC
GCTACCTGAATCTIGCTCGATTACAGCCACAACGTGCTGCTGGCAAGCGATGT TGAACAGT TCGCGAAARAAGA
ARACCGAGTTAGGCGATGAACTGCGTTCAGGCAAACTCGACGTTTTCTACGATCTCTACAATCTGGCGCAAA
AGCGCCGTTTTGAGCGTTACCAGTACGCTTTGTCGGTACTGGAAAAGCCGATGGATTTCACCGGCAACGACA
CTTATAARCCTTGACCGCAGCAAAGCGCCCTGGCCGARAAACGAGGCTGAGTTGAACGCGCTGTGGGACAGTA
AAGTCARATTCGACGAGTTAAGCCTGAAGCTGACAGGAAAAACGGATAAAGAAARTTCGTGAAACCCTGACTC
GCCGCTACAAATTTGCCATTCGTICGTCTGGCGCAAACCAACAGCGAAGATGTTTTCTCGCTGGCAATGACGG
CGTTTGCGCGTGAAATCGACCCGCATACCAACTATCTTTCCCCGCGTAATACCGAACAGTTCAACACTGAAA
TGAGTTTGTCGCTGGAAGGTATTGGCGCAGTGCTGCAAATGGATGATGACTACACCGTTATCAATTCGATGE
TGGCAGGTGGTCCGGCAGCGAAGAGTAAAGCTATCAGCGTTGGTGACAAAATTGTCGGTGTTGGTCAAACAG
GCAAGCCGATGGTTGACGTGATTGGCTGGCGTCTTGATGATGTGGTTGCCTTAATTAAAGGGCCGAAGGGCA
GI'AAAGTTCGTCTGGAAATTTTACCTGCTGGTAAAGGGACCARGACCCGTACTGTAACGTTGACCCGTGAAC
GTATTCGTCTCGAAGACCGCGCGGTTAAAATGTCGGTGAAGACCGTCGGTAAAGAGAAAGTCEGCETGCTGE
ATATTCCGGGCTTCTATGTGGGTTTGACAGACGATGTCARAAGTGCAACTGCAGAARACTGGAAARAACAGAATG
TCAGCAGCGTCATCATCGACCTGCGTAGCAATGGCGGTGGGGCGTTAACTGAAGCCGTATCGCTCTCCGGTC
TGTTTATTCCTGCGGGTCCCATTGTTCAGGTCCGCGATAACAACGGCAAGGTTCGTGAAGATAGCGATACCG
ACGGACAGGTTTTCTATAAAGGCCCGCTGGTGGTGCTGGTTGACCGCTTCAGTGCTTCGGCTTCAGAAATCT
TTGCCGCGGCAATGCAGGATTACGGTCGTGCGCTGGTTGTGGGTGAACCGACGT TTGGTAAAGGCACCGTTC
AGCAATACCGTTCATTGAACCGTATTTACGATCAGATGTTACGTCCTGAATGGCCAGCGCTGGGTTCTGTGC
AGTACACGATCCAGAAATTCTATCGCGTTAACGGCGGCAGTACGCAACGTAAAGGCGTAACGCCAGACATCA
TCATGCCGACGGGTAATGAAGAAACGGAAACGGGTGAGAAATTCGAAGATAACGCGCTGCCGTGGGATAGCA
TTGATGCCGCGACTTATGTGAAATCAGGAGATTTAACGGCCTTTGAACCGGAGCTGCTGAAGGAACATAATG
CGCGTATCGCGAAAGATCCTGAGTTCCAGAACATCATGAAGGATATCGCGCGCTTCAACGCTATGAAGGACA
AGCGCAATATCGITTCTCTGAATTACGCTGTGCGTGAGAAAGAGAATAATGAAGATGATGCGACGCGTCTGG
CGCGTTTGAACGAACGCTTTAAACGCGAAGGTAAACCGGAGTTGAAGAARACTGGATGATCTACCGAAAGATT
ACCAGGAGCCGGATCCTTATCTGGATGAGACGGTGAATATCGCACTCGATCTGGCGAAGCTTGAAAAAGCCA
GACCCGCGGAACAACCCGCTCCCGTCAAGTAA

SEQ ID NO 4 ¢ la sequenza di DNA del gene selvatico della Protasi I1I

ATGCCCCGCAGCACCTGGTTCAAAGCATTATTGTTGTTAGTTGCCCTTTGGGCACCCTTAAGTCAGGCAGAA
ACGGGATGGCAGCCGATTCAGGAAACCATCCGTAAAAGTGATAAAGATAACCGCCAGTATCAGGCTATACGT
CTGGATAACGGTATGGTGGTCTTGCTGGTTTCTGATCCGCAGGCAGTTAAATCGCTCTCGGCGCTGGTGGTG
CCCGTTGGGTCGCTGGAAGATCCCGAGGCGTACCAGGGGCTGGCACATTACCTTGAACATATGAGTCTGATG
GGGTCGAAAAAGTACCCGCAGGCTGACAGTCTGGCCGAATATCTCAARATGCACGGCGGTAGTCACAATGCC
AGCACTGCGCCGTATCGCACGGCTTTCTATCTGGAAGTTGAGAACGACGCCTTGCCTGGTGCGGTAGACCGC
CTGGCCGATGCTATTGCTGAACCTTTGCTCGACAAGAARATATGCCGAACGTGAGCGTAATGCGGTGAACGCT
GAATTARCCATGGCGCGTACGCGTGACGGGAT GCGCATGGCACAGGTCAGCGCAGAAACCATTAACCCGGCA
CACCCCGGTTCAAAGTTTTCTGGTGGTAACCTCGAAACTTTAAGCGACARACCTGGTAATCCGGTGCAGCAG
GCGCTGABRAGATTTCCACGAGAAGTACTATTCCGCCAATTTGATGAAGGCGGTTATTTACAGTAATAAACCG
CTGCCGGAGTTGGCARAAATGGCGGCGGACACCTTTGGTCGCGTGCCGAACAAAGAGAGCAAAAAACCGGAA
ATCACCGTGCCGGTAGTCACCGACGCGCAAAAGGGCATTATCATTCATTACGTCCCTGCGCTGCCGCGTAAA
GTGTTGCGCGTTGAGTTTCGCATCGATAACAACTCAGCGAAGTTCCGTAGTAAAACCGATGAATTGATTACC
TATCTGATTGGCAATCGCAGCCCAGGTACACTTTCTGACTGGCTGCARRAGCAGGGATTAGTTGAGGGCATT
AGCGCCAACTCCGATCCTATCGTCAACGGCAACAGCGGCGTATTAGCGATCTCTGCGTCTTTAACCGATAAA
GGCCTGGCTAATCGCGATCAGGTTGTGGCGGCAATTTTTAGCTATCTCAATCTGTTACGTGAARAAGGCATT
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Figura 8C continuata
GATAAACAATACTTCGATGAACTGGCGAATGTGCTGCGATATCGACTTCCGTTATCCGTCGATCACCCGTGAT
ATGGATTACGTCGAATGGCTGGCAGATACCATGATTCGCGTTCCTGTTGAGCATACGCTGGATGCAGT CAAT
ATTGCCGATCGGTACGATGCTAAAGCAGTAAAGGAACGTCTGGCGATGATGACGCCGCAGAATGCGCGTATC
TGGTATATCAGCCCGAAAGAGCCGCACAACAAAACGGCTTACTTTGTCGATGCGCCGTATCAGGTCGATAAA
ATCAGCGCACAAACTTTCGCCGACTGGCAGAAAAAAGCCGCCGACATTGCGCTCTCTTTGCCAGAGCT TAAC
CCTTATATTCCTGATGATTTCTCGCTGATTAAGTCAGAGAAGABATACGACCATCCAGAGCTGATTGT TGAT
GAGTCGAATCTGCGCGTGGTGTATGCGCCAAGCCETTATTTTGCCAGCGAGCCCAAAGCTGATGTCAGCCTG
ATTTTGCGTAATCCGAAAGCCATGGACAGCGCCCGCAATCAGGTGATGTTTGCGECTCAATGATTATCTCGCA
GGGCTGGCGCTTGATCAGTTAAGCAACCAGGCGTCGGTTGGTGGCATAAGTTTTTCCACCAACGCTAACAAC
GGCCTTATGGTTAATGCTAATGGTTACACCCAGCETCTGCCGCAGCTGTTCCAGGCATTGCTCGAGGGGTAC
TTTAGCTATACCGCTACGGAAGATCAGCTTGAGCAGGCGAAGTCCTGGTATAACCAGATGATGGATTCCGCA
GAAAAGGGTAAAGCGTTTGAGCAGGCGATTATGCCCGCGCAGATGCTCTCGCAAGTGCCGTACTTCTCGCGA
GATGAACGGCGTAAAATTTTGCCCTCCATTACGTTGAAAGAGGTGCTGGCCTATCGCGACGCCTTAAAATCA
GGGGCTCGACCAGAGTTTATGGTTATCGGCAACATGACCGAGGCCCAGGCAACAACGCTGGCACGCGATGTG
CAAAAACAGTTGGGCGCTGATGGTTCAGAGTGGTGTCGAAACAAAGATGTAGTGGTCGATAAAAAACAATCC
GTCATCTTTGAAAAAGCCGGTAACAGCACCGACTCCGCACTGGCAGCGGTATTTGTACCGACTGGCTACGAT
GAATACACCAGCTCAGCCTATAGCTCTCTGTTGGGGCAGATCGTACAGCCGTGGTTCTACAATCAGTTGCGT
ACCGAAGAACAATTGGGCTATGCCGTGTTTGCGTTTCCAATGAGCGTGGGGCGTCAGTGGGGCATGGGCTTC
CTTTTGCAAAGCAATGATAAACAGCCTTCATTCTTGTGGGAGCGTTACAAGGCGTTTTTCCCAACCGCAGAG
GCAAMATTGCGAGCGATGAAGCCAGATGAGTTTGCGCAAATCCAGCAGGCGGTAATTACCCAGATGCTGCAG
GCACCGCAAACGCTCGGCGAAGAAGCATCGAAGTTAAGTAAAGATTTCGATCGCGGCAATATGCGCTTCGAT
TCGCGTGATAAAATCGTGGCCCAGATAAAACTGCTGACGCCGCAARAACTTGCTGATTICTTCCATCAGGCG
GTGGTCGAGCCGCAAGGCATGGCTATTCTGTCGCAGATTTCCGGCAGCCAGAACGGGAAAGCCGAATATGTA
CACCCTGAAGGCTGGAAAGTGTGGGAGAACGTCAGCGCGTTGCAGCAAACAATGCCCCTGATGAGTGAAAAG
AATGAGTGA

SEQ ID NO 5 ¢ la sequenza amminoacidica della proteina Proteasi 111 selvatica

MPRSTWFKALLLLVALWAPLSQAETGWQPIQETIRKSDKDNRQYQAIRLDNGMVVLLVSDPQAVKSLSALVV
PVGSLEDPEAYQGLAHYLEHMSLMGSKKYPQADSLAEYLKMHGGSHNASTAPYRTAFYLEVENDALPGAVDR
LADATAEPLLDKKYAERERNAVNAELTMARTRDGMRMAQVSAETINPAHPGSKFSGGNLETLSDKPGNPVQQ
ALKDFHERYYSANLMKAVIYSNKPLPELARMAADTFGRVPNKESKKPEITVPVVTDAQKGIIIHYVPALPRK
VLRVEFRIDNNSAKFRSKTDELITYLIGNRSPGTLSDWLOQKQGLVEGISANSDPIVNGNSGVLAISASLTDK
GLANRDQVVAAIFSYLNLLREKGIDKQYFDELANVLDIDEFRYPSITRDMDYVEWLADTMIRVPVEHTLDAVN
IADRYDAKAVKERLAMMTPONARIWY ISPKEPHNKTAYFVDAPYQVDKISAQTFADWQKKAADIALSLPELN
PYIPDDFSLIKSEKKYDHPELIVDESNLRVVYAPSRYFASEPKADVSLILRNPKAMDSARNQVMEALNDYLA
GLALDQLSNQASVGGISFSTNANNGLMVNANGYTQRLPQLFQALLEGYFSYTATEDQLEQAKSWYNQMMDSA
EKGKAFEQAIMPAQMLSQVPYFSRDERRKILPSITLKEVLAYRDALKSGARPEFMVIGNMTEAQATTLARDV
QKQLGADGSEWCRNKDVVVDKKQSVIFEKAGNSTDSALAAVEFVPTGYDEYTSSAYSSLLGQIVQPWFYNQLR
TEEQLGYAVFAFPMSVGRQWGMGELLOSNDKQPSFLWERYKAFFPTAEAKLRAMKPDEFAQIQQAVITOMLQ
APQTLGEEASKLSKDFDRGNMREDSRDKIVAQIKLLTPQKLADFFHQAVVEPQGMAILSQISGSQNGKAEYV
HPEGWKVWENVSALQQTMPLMSEKNE *
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Figura 8D
SEQ ID NO 6 ¢ la sequenza di DNA di un gene mutato knockout della Proteasi 111

ATTCCCCGCAGCACCTGGTTCAAAGCATTATTGTITGTTAGTTGCCCTTTGGGCACATTAATGTCAGGCAGAA
ACGGGATGGCAGCCGATTCAGGAAACCATCCGTAAAAGTGATAAAGATAACCGCCAGTATCAGGCTATACGT
CTGGATAACGGTATGGTGGTCTTGCTGETTTCTCGATCCGCAGGCAGTTAAATCGCTCTCGGCGCTGGT GGTG
CCCGTTGGGTCGCTGGAAGATCCCGAGGCGTACCAGGGGCTGGCACATTACCTTGAACATATGAGTCT GATG
GGGTCGAAAAAGTACCCGCAGGCTGACAGTCTGGCCGAATATCTCARAATGCACGGCGGTAGTCACAATGCC
AGCACTGCGCCGTATCGCACGGCTTTCTATCTGGAAGTTGAGAACGACGCCTTGCCTGGTGCGGTAGACCGC
CTGGCCGATGCTATTGCTGAACCTTTGCTCGACAAGAAATATGCCGAACGTGAGCGTAATGCGGTGAACGCT
GAATTAACCATGGCGCGTACGCGTGACGGGATGCGCATGGCACAGGTCAGCGCAGAAACCATTAACCCGGCA
CACCCCGGTTCAAAGTTTTCTGGTGGTAACCTCGAAACTTTAAGCGACAAACCTGGTAATCCGGTGCAGCAG
GCGCTGAAAGATTTCCACGAGAAGTACTATTCCGCCAATTTGATGAAGGCGGTTATTTACAGTAATAAACCG
CTGCCGGAGTTGGCAAAAATGGCGGCGGACACCTTTGGTCGCGTGCCCAACAAAGAGAGCARAAAACCGGAA
ATCACCGTGCCGGTAGTCACCGACGCGCAAAAGGGCATTATCATTCATTACGTCCCTGCGCTGCCGCGTAAA
GTGTTGCGCGTTGAGTTTCGCATCGATAACAACTCAGCGAAGTTCCGTAGTAAAACCGATGAATTGAT TACC
TATCTGATTGGCAATCGCAGCCCAGGTACACTTTCTGACTGGCTGCAAAAGCAGCGATTAGTTGAGGGCATT
AGCGCCAACTCCGATCCTATCGTCAACGGCAACAGCGGCGTATTAGCGATCTCTGCGTCTTTAACCGATAAA
GGCCTGGCTAATCGCGATCAGGTTGTGGCGGCAATTTTTAGCTATCTCAATCTGTTACGTGAAARAGGCATT
GATAAACAATACTTCGATGAACTGGCGAATGTGCTGGATATCGACTTCCGTTATCCGTCGATCACCCGTGAT
ATGGATTACGTCGAATGGCTGGCAGATACCATGATTCGCGTTCCTGTTGAGCATACGCTGGATGCAGT CAAT
ATTGCCGATCGGTACGATGCTAAAGCAGTAAAGGAACGTCTGGCGATGATGACGCCGCAGAATGCGCGTATC
TGGTATATCAGCCCGAAAGAGCCGCACAACAAAACGGCTTACTTIGTCGATGCGCCGTATCAGGTCGATAAA
ATCAGCGCACAAACTTTCGCCGACTGGCAGAAAAAAGCCGCCGACATTGCGCTCTCTTTGCCAGAGCTTAAC
CCTTATATTCCTGATGATTTCTCGCTGATTAAGTCAGAGAAGAAATACGACCATCCAGAGCTGATTGT TGAT
GAGTCGAATCTGCGCGTGGTGTATGCGCCAAGCCGTTATTTTGCCAGCGAGCCCAAAGCTGATGTCAGCCTG
ATTTTGCGTAATCCGAAAGCCATGGACAGCGCCCGCAATCAGGTGATGTTTGCGCTCAATGATTATCTCGCA
GGGCTGGCGCTTGATCAGTTAAGCAACCAGGCGTCGGTTGGTGGCATAAGTTTTTCCACCAACGCTAACAAC
GGCCTTATGGTTAATGCCTAATGGCTTACACCCAGCCTCTGCCGCAGCTGTTCCAGGCATTGCTCGAGGGGTAC
TTTAGCTATACCGCTACGGAAGATCAGCTTGAGCAGGCGAAGTCCTGGTATAACCAGATGATGGATTCCGCA
GAAAAGGGTAAAGCGTTTGAGCAGGCGATTATGCCCGCGCAGATGCTCTCGCAAGTGCCGTACTTCTCGCGA
GATGAACGGCGTAAAATTTTGCCCTCCATTACGTTGAAAGAGGTGCTGGCCTATCGCGACGCCTTAAAATCA
GGGGCTCGACCAGAGTTTATGGTTATCGGCAACATGACCGAGGCCCAGGCAACAACGCTGGCACGCGATGTG
CAAAAACAGTTGGGCGCTGATGGTTCAGAGTGGTGTCGAAACAAAGATGTAGTGGTCGATAAAAAACAATCC
GTCATCTTTGAAAAAGCCGGTAACAGCACCGACTCCGCACTGGCAGCGGTATTTGTACCGACTGGCTACGAT
GAATACACCAGCTCAGCCTATAGCTCTCTGTTGGGGCAGATCGTACAGCCGTGGTTCTACAATCAGTTGCGT
ACCGAAGAACAATTGGGCTATGCCGTGTTTGCGTTTCCAATGAGCGTGGGGCGTCAGTGGGGCATGGGCTTC
CTTTTGCAAAGCAATGATAAACAGCCTTCATTCTTGTGGGAGCGTTACAAGGCGTTTTTCCCAACCGCAGAG
GCAAAATTGCGAGCGATGAAGCCAGATGAGTTTGCGCAAATCCAGCAGGCGGTAATTACCCAGATGCTGCAG
GCACCGCAAACGCTCGGCGAAGAAGCATCGAAGTTAAGTAAAGATTTCGATCGCGGCAATATGCGCTTCGAT
TCGCGTGATAAAATCGTGGCCCAGATAAAACTGCTGACGCCGCARAAACTTGCTGATTTCTTCCATCAGGCG
GTGGTCGAGCCGCAAGGCATGGCTATTCTGTCGCAGATTTCCGGCAGCCAGAACGGGAAAGCCGAATATGTA
CACCCTGAAGGCTGGAAAGTGTGGGAGAACGTCAGCGCGTTGCAGCAAACAATGCCCCTGATGAGTGARAAG
AATGAGTGA

Jacopo de Benedetti
USBM-043R B


RMRAL
Testo digitato
13/24


14/24

Figura 8E

SEQ ID NO 7 ¢ la sequenza di DNA del gene DegP sclvatico
ATGAAAAARACCACATTAGCACTGAGTGCACTGGCTCTGAGTTTAGGT TTGGCGTTATCTCCGCTCTCTGCA
ACGGCGGCTGAGACTTCTTCAGCAACGACAGCCCAGCAGATGCCAAGCCTTGCACCGATGCTCGAAAAGGTG
ATGCCTTCAGTIGGTCAGCATTAACGTAGAAGGTAGCACAACCGTTAATACGCCGCGTATGCCGCGTAATTTC
CAGCAGTTCTTCGGTGATGATTCTCCGTTCTGCCAGGAAGGTTCTCCETTCCAGAGCTCTCCGTTCTGCCAG
GGTGGCCAGGGCGGTAATGGTGGCGGCCAGCAACAGARATTCATGGCGCTGGETTCCGGCETCATCAT TGAT
GCCGATAAAGGCTATGTCGTCACCAACAACCACGTTGTTGATAACGCGACGGTCATTAAAGT TCAACT GAGC
GATGGCCGTAAGTTCGACGCGAAGATGGETT GGCAAAGATCCGCGCTCTGATATCGCGCTGATCCAAAT CCAG
AACCCGAAAAACCTGACCGCAATTAAGATGGCGGATTCTGATGCACTGCGCGTGGGTGATTACACCGTAGCG
ATTGGTAACCCGTTTGGTCTGGGCGAGACGGTAACTTCCGGGATTGTCTCTGCGCTGGEGGCETAGCGGCCTG
AATGCCGAAAACTACGAAAACTTCATCCAGACCGATGCAGCGATCAACCGTGGTAACTCCGGTGGTGCGCTG
GTTAACCTGAACGGCGAACTGATCGGTATCAACACCGCGATCCTCGCACCGGACGGCGGCAACATCGGTATC
GGTTTTGCTATCCCGAGTAACATGGTGAAAAACCTGACCTCGCAGATGGTGGAATACGGCCAGGTGAAACGC
GGTGAGCTGGGTATTATGGGGACTGAGCTGAACTCCGAACTGGCGAAAGCGATGAAAGTTGACGCCCAGCGC
GGTGCTTTCGTAAGCCAGGTTCTGCCTAATTCCTCCGCTGCARAAGCGGGCATTAAAGCGGGTGATGT GATC
ACCTCACTGAACGGTAAGCCGATCAGCAGCTTTGCCGCACTGCGTGCTCAGGTGGGTACTATGCCGGTAGGC
AGCAAACTGACCCTGGGCTTACTGCGCGACGGTAAGCAGGTTAACGTGAACCTGGAACTGCAGCAGAGCAGC
CAGAATCAGGTTGATTCCAGCTCCATCTTCAACGGCATTGAAGGCGCTGAGATGAGCAACARAAGGCAAAGAT
CAGGGCGTGGTAGTGAACAACGTGAAAACGGGCACTCCGGCTGCGCAGATCGGCCTGAAGAAAGGTGATGTG
ATTATTGGCGCGAACCAGCAGGCAGTGAAAAACATCGCTGAACTGCGTAAAGTTCTCGACAGCAAACCGTCT
GTGCTGGCACTCAACATTCAGCGCGGCGACAGCACCATCTACCTGTTAATGCAGTAA

SEQ ID NO 8 ¢ la sequenza amminoacidica della proteina DegP selvatica

MKKTTLALSALALSLGLALSPLSATAAETSSATTAQQOMPSLAPMLEKVMPSVVSINVEGSTTVNTPRMPRNE
QOFFGDDSPFCQEGSPFQSSPFCQGGQGENGGGQQOKFMALGSGVIIDADKGYVVINNHVVDNATVIKVQLS
DGRKFDAKMVGKDPRSDIALIQIQNPKNLTATKMADSDALRVGDYTVAIGNPFGLGETVTSGIVSALGRSGL
NAENYENFIQTDAAINRGNSGGALVNLNGELIGINTAILAPDGGNIGIGFAIPSNMVKNLTSQMVEYGQVKR
CELGIMGTELNSELAKAMKVDAQRGAFVSQVLPNSSAAKAGIKAGDVITSLNGKPISSFAALRAQVGTMPVG
SKLTLGLLRDGKQVNVNLELQQSSQNQVDSSSIFNGIEGAEMSNKGKDQGVVVNNVKTGTPAAQIGLKKGDV
TIGANQOAVKNIAELRKVLDSKPSVLALNIQRGDSTIYLLMQ

SEQ ID NO 9 ¢ la sequenza di DNA di un gene DegP mutato

ATGAAAAAAACCACATTAGCACTGAGTGCACTGGCTCTGAGTTTAGGTTTGGCGTTATCTCCGCTCTCTGCA
ACGGCGGCTGAGACTTCTTCAGCAACGACAGCCCAGCAGATGCCAAGCCTTGCACCGATGCTCGAAAAGGTG
ATGCCTTCAGTGGTCAGCATTAACGTAGAAGGTAGCACAACCGTTAATACGCCGCGTATGCCGCGTAATTTC
CAGCAGTTCTTCGGTGATGATTCTCCGTTCTGCCAGGAAGGTTCTCCGTTCCAGAGCTCTCCGTTCTGCCAG
GGTGGCCAGGGCGGTAATGGTGGCGGCCAGCAACAGARATTCATGGCGCTGGGTTCCGGCGTCATCATTGAT
GCCGATAAAGGCTATGTCGTCACCAACAACCACGTTGTTGATAACGCGACGGTCATTAAAGT TCAACTGAGC
GATGGCCGTAAGTTCGACGCGAAGATGGTTGGCAAAGATCCGCGCTCTGATATCGCGCTGATCCAAATCCAG
AACCCGAAARAACCTGACCGCAATTAAGATGGCGGATTCTGATGCACTGCGCGTGGGTGATTACACCGTAGCG
ATTGGTAACCCGTTTGGTCTGGGCGAGACGGTAACTTCCGGGATIGTCTCTGCGCTGGGGCGTAGCGGCCTG
AATGCCGAAAACTACGAAAACTTCATCCAGACCGATGCAGCGATTAATCGTGGTAACGCCGGTGGTGCGCTG
GTTAACCTGAACGGCGAACTGATCGGTATCAACACCGCGATCCTCGCACCGGACGGCGGCAACATCGGTATC
GGTTTTGCTATCCCGAGTAACATGGTGAAAAACCTGACCTCGCAGATGGTGGAATACGGCCAGGTGAAACGC
GGTGAGCTGGGTATTATGGGGACTGAGCTGAACTCCGAACTGGCGAAAGCGATGAAAGTTGACGCCCAGCGC
GGTGCTTTCGTAAGCCAGGTTCTGCCTAATTCCTCCGCTGCAAAAGCGGGCATTAAAGCGGGTGATGTGATC
ACCTCACTGAACGGTAAGCCGATCAGCAGCTTTGCCGCACTGCGTGCTCAGGTGGGTACTATGCCGGTAGGC
AGCAAACTGACCCTGGGCTTACTGCGCGACGGTAAGCAGGTTAACGTGAACCTGGAACTGCAGCAGAGCAGC
CAGAATCAGGTTGATTCCAGCTCCATCITCAACGGCATTGAAGGCGCTGAGATGAGCAACAAAGGCAAAGAT
CAGGGCGTGGTAGTGAACAACGTGAAAACGGGCACTCCGGCTGCGCAGATCGGCCTGAAGARAGGTGATGTG
ATTATTGGCGCGAACCAGCAGGCAGTGAAAAACATCGCTGAACTGCGTAAAGTTCTCGACAGCAAACCGTCT
GTGCTGGCACTCAACATTCAGCGCGGCGACAGCACCATCTACCTGTTAATGCAGTAA
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Figura 8F
SEQ ID NO 10 ¢ la sequenza amminoacidica di una proteina DegP mutata

MEKTTLALSALALSLGLALSPLSATAAETSSATTAQOMPS LAPMLEKVMPSVVSINVEGSTTVNT PRMPRNE
QQFFGDDSPFCQEGSPIQSSPFCQGGOGENGGGQOOKFMALGSGVIIDADKGYVVTNNHVVDNATVIKVQLS
DGRKEDAKMVGKDPRSDIALIQIQNPKNLTAIKMADSDALRVGDY TVAIGNPFGLGETVTSGIVSALGRSGL
NAENYENFIQTDAAINRGNAGGALVNLNGELIGINTAILAPDGGNIGIGFAIPSNMVKNLTSQMVEYGOVEKR
GELGIMGTELNSELAKAMKVDAQRGAFVSQVLPNSSAARKAGIKAGDVITSLNGKPISSFAALRAQVGTMPVG
SKLTLGLLRDGKQVNVNLELQQSSQNQVDSSSIFNGIEGAEMSNKGKDQGVVVNNVKTGT PAAQIGLKKGDV
ITGANQQAVKNIAELRKVLDSKPSVLALNIQRGDSTIYLLMO

SEQ ID NO 11 ¢ la sequenza del primer oligonucleotidico 5' per la regione del gene DegP mutato
comprendente il sito di restrizione Asel

CTGCCTGCGATTTTCGCCGGAACG

SEQ ID NO 12 ¢ la sequenza del primer oligonucleotidico 3' per la regione del gene DegP mutato
comprendente il sito di restrizione Asel
CGCATGGTACGTGCCACGATATCC

SEQ ID NO 13 ¢ la sequenza del primer oligonucleotidico 5' per la regione del gene Tsp mutato

comprendente il sito di restrizione Asel
GGGAAATGAACCTGAGCAAAACGC

SEQ ID NO 14 ¢ la sequenza del primer oligonucleotidico 3' per la regione del gene Tsp mutato
comprendente il sito di restrizione Asel

R Y L T g N N
AeGARAGLUGELLEARDCGUUTAG

SEQ ID NO 15 ¢ la sequenza del primer oligonucleotidico 5' per la regione del gene Proteasi 111
mutato comprendente il sito di restrizione Asel

CTACTGTGCCAGCGGTGGTAATGG

SEQ ID NO 16 ¢ la sequenza del primer oligonucleotidico 3' per la regione del gene Proteasi I1I
mutato comprendente il sito di restrizione Asel

GCATCATAATTTTCTTTTTACCTIC

SEQ ID NO 17 ¢ la sequenza di DNA del gene spr selvatico
ATGGTCAAATCTCAACCGATTTTGAGATATATCTTGCGCGGGATTCCCGCGATTGCAGTAGCGGTTCTGCTT
TCTGCATGTAGTGCAAATAACACCGCAAAGAATATGCATCCTGAGACACGTGCAGTGGGTAGTGARACATCA
TCACTGCAAGCTTCTCAGGATGAATTTGAAAACCTGGTTCGTAATGTCGACGTAAAATCGCGAATTATGGAT
CAGTATGCTGACTGGAAAGGCGTACGTTATCGTCTGGGCGGCAGCACTAAAAAAGGTATCGATTGTTCTGGT
TTCGTACAGCGTACATTCCGTGAGCAATTTGGCTTAGAACTTCCGCGTTCGACTTACGAACAGCAGGARATG
GGTAAATCTGTTTCCCGCAGTAATTTGCGTACGGGTGATTTAGTTCTGTTCCGTGCCGGTTCAACGGGACGC
CATGTCGGTATTTATATCGGCRAACAATCAGTTTGTCCATGCTTCCACCAGCAGTGGTGTTATTATTTCCAGC
ATGAATGAACCGTACTGGAAGAAGCGTTACAACGAAGCACGCCGGGTTCTCAGCCGCAGC
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Figura 8G

SEQ ID NO 18 ¢ la sequenza amminoacidica del gene spr selvatico inclusa la sequenza segnale
che sono i primi 26 residui amminoacidici
MVKSQPILRYILRGIPAIAVAVLLSACSANNTAKNMHPETRAVGSETSSLOASQDEFENLVRNVDVKSRIMD
QYADWKGVRYRLGGSTKKGIDCSGEFVQRTFREQFGLELPRSTYEQQEMCKSVSRSNLRTGDLVLIRAGSTGR
HVGIYIGNNQFVHASTSSGVIISSMNEPYWKKRYNEARRVLSRS

SEQ ID NO 19 gene spr non mutato senza sequenza segnale

CSANNTAKNMHPETRAVGSETSSLOASQDEFENLVRNVDVKSRIMDQYADWKGVRYRLGGSTKKGIDCSGEV
ORTFREQFGLELPRSTYEQQEMGKSVSRSNLRTGDLVLFRAGSTGRHVGIYIGNNQFVHASTSSGVIISSMN
EPYWKKRYNEARRVLSRS

SEQ ID NO 20 sequenza OmpT mutata comprendente le mutazioni D210A ¢ H212A

ATGCGGGCGAAACTTCTGGGAATAGTCCTGACAARCCCCTATTGCGATCAGCTCTTTTGCTTCTACCGAGACT
TTATCGTTTACTCCTGACAACATAAATGCGGACATTAGTCTTGGAACTCTGAGCGGAAARACAAAAGAGCGT
GTTTATCTAGCCGAAGAAGGAGGCCGAAAAGTCAGTCAACTCGACTGGAAATTCAATAACGCTGCAATTATT
ARAGGTGCAATTAATTGGGATTTGATGCCCCAGATATCTATCGGGGCTGCTGGCTGGACAACTCTCGGCAGE
CGAGGTGGCAATATGGTCGATCAGGACTGGATGGATTCCAGTAACCCCGGAACCTGGACGGATGAAAGTAGA
CACCCTGATACACAACTCAATTATGCCAACGAATTTGATCTGAATATCAAAGGCTGGCTCCTCAACGAACCC
AATTACCGCCTGGGACTCATGGCCGGATATCAGGAAAGCCGTTATAGCTTTACAGCCAGAGGTGGTTCCTAT
ATCTACAGTTCTGAGGAGGGATTCAGAGATGATATCGGCTCCTTCCCGAATGGAGARAAGAGCAATCGGCTAC
ARACAACGTTTTAAAATGCCCTACATTGGCTTGACTGGAAGTTATCGTTATGAAGATTTTGAACTCGGTGGC
ACATTTAAATACAGCGGCTGGGTGGAATCATCTGATAACGCTGAAGCTTATGACCCGGGAAAAAGAATCACT
TATCGCAGTAAGGTCAAAGACCAAAATTACTATTCTGTTGCAGTCAATGCAGGTTATTACGTCACACCTAAC
GCAAAAGTTTATGTTGAAGGCGCATGGAATCGGGTTACGAATAAAAAAGGTAATACTTCACTTTATGATCAC
ARTAATAACACTTCAGACTACAGCAAAAATGGAGCAGGTATAGAAAACTATAACTTCATCACTACTGCTGGET
CTTAAGTACACATTTTAA

SEQ ID NO 21 sequenza OmpT mutata comprendente le mutazioni D210A e H212A

MRAKLLGIVLTTPIAISSFASTETLSFTPDNINADISLGTLSGKTKERVYLAEEGGRKVSQLDWKENNAATI
KGAINWDLMPQISIGAAGWTTLGSRGGNMVDQDWMDSSNPGTWT DESRHPDTQLNYANEFDLNIKGWLLNEP
NYRLGLMAGYQESRYSFTARGGSYIYSSEEGFRDDIGSFPNGERAIGYKQRFKMPYIGLTGSYRYEDFELGG
TFKYSGWVESSDNAEAYDPGKRITYRSKVKDQONYYSVAVNAGYYVTPNAKVYVEGAWNRVTNKKGNTSLYDH
NNNTSDYSKNGAGIENYNFITTAGLKYTF

SEQ ID NO 22 sequenza nucleotidica di una sequenza mutata knockout OmpT
ATTCGGGCGAAACTTCTGGGAATAGTCCTGACAACCCCTATTGCGATCAGCTCTTTTGCTTCTACCGAGACT

TTATCGTTTACTCCTGACAACATAAATGCGGACATTAGTCTTGGAACTCTGAGCGGAAAAACAAAAGAGCGT
GTTTATCTAGCCGAAGAAGGAGGCCGAAAAGTCAGTCAACTCGACTGGAAATTCAATAACGCTGCAATTATT
AAAGGTGCAATTAATTGGGATTTGATGCCCCAGATATCTATCGGGGCTGCTGGCTGGACAACTCTCGGCAGC
CGAGGTGGCAATATGGTCGATCAGGACTGGATGGATTCCAGTAACCCCGGAACCTGGACGGATGARAGTAGA
CACCCTGATACACAACTCAATTATGCCAACGAATTTGATCTGAATATCAAAGGCTGGCTCCTCAACGAACCC

AATTACCGCCTGGGACTCATGGCCGGATATCAGGAAAGCCGTTATAGCTTTACAGCCAGAGGTGGTTCCTAT
ATCTACAGTTCTGAGGAGGGATTCAGAGATGATATCGGCTCCTTCCCGAATGGAGAAAGAGCAATCGGCTAC
AAACAACGTTTTAAAATGCCCTACATTGGCTTGACTGGAAGTTATCGTTATGAAGATTTTGAACTCGGTGGC
ACATTTAAATACAGCGGCTGGGTGGAATCATCTGATAACGATGAACACTATGACCCGGGAAAAAGAATCACT
TATCGCAGTAAGGTCAAAGACCAAAATTACTATICTGTTGCAGTCAATGCAGGTTATTACGTCACACCTAAC
GCAAAAGTTTATGTTGAAGGCGCATGGAATCGGGTTACGAATAAAAAAGGTAATACTTCACTTTATGATCAC
AATAATAACACTTCAGACTACAGCAAAAATGGAGCAGGTATAGAAAACTATAACTTCATCACTACTGCTGGT
CTTAAGTACACATTTTAA
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Figura 8H

SEQ ID NO 23 mostra la sequenza dell'oligonucleotide adattatore OmpA
CGATTGAATGGAGAACTTGAATTCGGGCGAAACTTCTGGGAATAG

SEQ ID NO 24 mostra una cassetta codificante la sequenza intergenica 1 (IGS1) per l'espressione di
Fab in E.coli

AAGTTTTAATAGAGGAGAGTGTTAATGAAGAAG

SEQ ID NO 25 mostra la cassetta oligonucleotidica codificante la sequenza intergenica 2 (1GS2)
per 'espressione di Fab in E.coli

AAGTTTTAATAGAGGGGAGTGTTAAAATGAAGAAG

SEQ ID NO 26 mostra una cassetta codificante la sequenza intergenica 3 (IGS3) per I'espressione di

Fab in E.coli
AAGCTTTAATAGAGGAGAGTCTTGAGCAGGAAAAAAAAATGAAGAAA

SEQ ID NO 27 mostra una cassetta codificante la sequenza intergenica 4 (1GS4) per I'espressione di

Fab in E.coli ‘
AAGCTTTAATAGAGGAGAGTGTTGACGAGGATTATATAATGAAGAAA

SEQ ID NO 28 p la sequenza di DNA del gene FkpA selvatico

ATGAAATCACTGTTTAAAGTAACGCTGCTGGCGACCACAATGGCCGTTGCCCTGCATGCACCAATCACTTTT
GCTGCTGAAGCTGCAAAACCTGCTACAGCTGCTGACAGCAAAGCAGCGTTCAAAAATGACGATCAGAAATCA
GCTTATGCACTGGGTGCCTCGCTGGGTCGTTACATGGAAAACTCTCTAARAGAACAAGAAAAACTGGGCATC
BAAACTGGATARAGATCAGCTGATCGCTGGTGTTCAGGATGCATTTGCTGATAAGAGCAAACTCTCCGACCAA
GAGATCGAACAGACTCTACRAGCATTCGAAGCTCGCGTGAAGTCTTCTGCTCAGGCGAAGATGGAARAAGAC
GCGGCTGATAACGAAGCAAAAGGTAAAGAGTACCGCGAGAAATTTGCCAAAGAGAAAGGTGTGAAAACCTCT
TCAACTGGTCTGGTTTATCAGGTAGTAGAAGCCGGTAAAGGCGAAGCACCGARAGACAGCGATACTGTTGTA
GTGAACTACAAAGGTACGCTGATCGACGGTAAAGAGTTCGACAACTCTTACACCCGTGGTGAACCGCTTTCT
TTCCGTCTGGACGGTGTTATCCCGGGTTGGACAGAAGGT CTGAAGAACATCAAGARAGGCGGTAAGATCAAA
CIGGTTATTCCACCAGAACTGGCTTACGGCAAAGCGGGTGTTCCGGGGATCCCACCGAATTCTACCCTGGTG
TTTGACGTAGAGCTGCTGGATGTGAAACCAGCGCCGAAGGCTGATGCAAAGCCGGAAGCTGATGCGAAAGCC
GCAGATTCTGCTAAAAAA

SEQ ID NO 29 ¢ la sequenza proteica del gene FkpA selvatico

MKSLFKVTLLATTMAVALHAPITFAAEAAKPATAADSKAAFKNDDQKSAYALGASLGRYMENSLKEQEKLGI
KLDKDQLIAGVQDAFADKSKLSDQEIEQTLOAFEARVKSSAQAKMEKDAADNEAKGKEYREKFAKEKGVKTS
STGLVYQVVEAGKGEAPKDSDTVVVNYKGTLIDGKEFDNSYTRGEPLSFRLDGVIPGWTEGLKNIKKGGKIK
LVIPPELAYGKAGVPGIPPNSTLVFDVELLDVKPAPKADAKPEADAKAADSAKK

SEQ ID NO 30 ¢ la sequenza del gene FkpA con His-tag
ATGAAATCACTGTTTAAAGTAACGCTGCTGGCGACCACAATGGCCGTTGCCCTGCACGCACCAATCACTTTT
GCTGCTGAAGCTGCAAAACCTGCTACTGCTGCTGACAGCAAAGCAGCGTTCAAAARTGACGATCAGAAATCA
GCTTATGCACTGGGTGCCTCGCTGGGTCGTTACATGGAAARACTCTCTAAAAGAACAAGAAAAACTGGGCATC
AAACTGGATAAAGATCAACTGATCGCTGGTGTTCAGGATGCATTTGCTGATAAGAGCAAACTCTCCGACCAA
GAGATCGAACAGACTCTACARAGCATTTGAAGCTCGCGTGAAGTCTTCTGCTCAGGCGAAGATGGAAAAAGAC
GCGGCTGATAACGAAGCAARAGGTAAAGAGTACCGCGAGAAATTTGCCAAAGAGAAAGGTGTGAAAACCTCT
TCAACTGGTCTGGTTTATCAGGTAGTAGAAGCCGGTAAAGGCGAAGCACCGAAAGACAGCGATACTGTTGTA
GTGAACTACAAAGGTACGCTGATCGACGGTAAAGAGTTCGACAACTCTTACACCCGTGGTGAACCGCTTTCT
TTCCGTCTGGACGGTGTTATCCCGGGTTGGACAGAAGGTCTGAAGAACATCAAGARAGGCGGTAAGATAAAA
CTGGTTATTCCACCAGAACTGGCTTACGGCARAGCGGGTGTTCCGGGGAT TCCACCAAATTCTACCCTIGGTG
TTTGACGTAGAGCTGCTGGATGTGAAACCAGCGCCGAAGGCTGATGCAAAGCCGGAAGCTGATGCGAAAGCC
GCAGATTCTGCTAAAAAACACCATCACCATCACCAC
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SEQ ID NO 31 ¢ la sequenza proteica del gene FkpA con His-tag
MKSLFKVTLLATTMAVALHAPITFAAEAAKPATAADSKAAFKNDDQKSAYALGASLGRYMENSLEKEQEKLGI
KLDKDQLIAGVODAFADKSKLSDOEIEQTLOAFEARVKSSAQAKMERDAADNEAKGKEYREKFAKEKGVKTS
STGLVYQVVEAGKGEAPKDSDTVVVNYKGTLIDGKEFDNSYTRGEPLSFRLDGVIPGWTEGLKNIKKGGKIK
LVIPPELAYGKAGVPGIPPNSTLVFDVELLDVKPAPKADAKPEADAKAADSAKKHHHHHH

SEQ ID NO 32 ¢ la sequenza del gene skp selvatico _
GTGAAAAAGTGGTTATTAGCTGCAGGTCTCGGTTTAGCACTGGCAACTTCTGCTCAGGCGGCTGACAAAATT
GCAATCGTCAACATGGGCAGCCTGTTCCAGCAGGTAGCGCAGAARACCGGETGTTTCTAACACGCTGGAAAAT
GAGTTCAAAGGCCGTGCCAGCGAACTGCAGCGTATGGAAACCGATCTGCAGGCTAAAATGARAAAGCT GCAG
TCCATGAAAGCGGGCAGCGATCGCACTAAGCTGGAAAAAGACGTGATGGCTCAGCGCCAGACTTTTGCTCAG
AAAGCGCAGGCTTTTGAGCAGGATCGCGCACGTCGTTCCAACGAAGAACGCGGCAAACTGGTTACTCGTATC
CAGACTGCTGTGAAATCCGTTGCCAACAGCCAGGATATCGATCTGGTTGTTGATGCAAACGCCGTTGCTTAC
ADCAGCAGCGATGTAAAAGACATCACTGCCGACGTACTGAAACAGGTTAAATAA

SEQ ID NO 33 ¢ la sequenza proteica del gene skp selvatico

MKKWLLAAGLGLALATéAQAADKIAIVNMGSLFQQVAQK&GVSN@LENEFKGRASELQRMETDLQAKMKKLQ
SMKAGSDRTKLEKDVMAQRQTFAQKAQAFEQDRARRSNEERGKLVTRIQTAVKSVANSQDIDLVVDANAVAY
NSSDVEDITADVLKQVK

SEQ ID NO 34 ¢ la sequenza del gene skp con His-tag
ATGAAAAAGTGGTTATTAGCCGCAGGTCTCGGTTTAGCACTGGCAACTTCTGCTCAGGCGGCTGACAAAATT
GCAATCGTCAACATGGGCAGCCTGTTCCAGCAGGTAGCGCAGAAAACCGGTGTTTCTAACACGCTGGAAAAT
GAGTTCAAAGGCCGTGCCAGCGAACTCCAGCGTATGGAAACCGATCTCCAGGCTAAAATGAAAAAGCT GCAA
TCCATGAAAGCGGGCAGCGATCGCACTAAGCTGGAAAAAGACGTGATGGCTCAGCGCCAGACTTTTGCTCAG
AAAGCGCAGGCTTTTGAGCAGGATCGCGCACGTCGTTCCAACGAAGAACGCGGCAAACTGGTTACTCGTATC
CAGACTGCTGTGAAATCCGTTGCCAACAGCCAGGAAATCGATCTGGTTGTTGATGCAAACGCCGTTGCTTAC
AACAGCAGCGATGTAAAAGACATCACTGCCGACGTACTGAAACAGGTTAAACACCATCACCATCACCAC

SEQ ID NO 35 ¢ la sequenza proteica del gene skp

MKKWLLAAGLGLALATSAQAADKIATVNMGSLFQOVAQKTGVSNTLENEFKGRASE LQRMET DLOAKMKKLQ
SMKAGSDRTKLEKDVMAQRQTFAQKAQAFEQDRARRSNEERGKLYTRI QTAVKSVANSQE I DLVVDANAVAY
NSSDVKDITADVLKQVKHHHHHH

Sequenze Ab CA170_1519

CDRHI
GFTFSNYGMV SEQ ID NO: 36
CDRH2
YIDSDGDNTYYRDSVKG SEQ ID NO: 37
CDRH3
GIVRPFLY SEQ ID NO: 38
CDRLI1
KSSQSLVGASGKTYLY SEQ ID NO: 39
CDRIL2
LVSTLDS SEQ ID NO: 40
CDRL3
LQGTHFPHT SEQ ID NO: 41
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regione Ab 1519 VL di ratto

DVVMTQTPLS
SGIPDRFSGS

LSVALGOPAS
GAETDFTLKT

regione Ab 1519 VL di ratto

gatgttgtga
atctcttgca
ttatttcaga
tctggaattc
cgcagagtgg
cacacgtttyg

regione Ab 1519 VL. di ratto con sequenza segnale in corsivo sottolineata

tgacccagac
agtcaagtca
ggtccggcca
ctgataggtt
aagccgatga
gagctgggac

SEQ ID NO:
ISCKES8QSLV
RRVEADDLGV

SEQ ID NO:
tccactgtet
gagcctegta
gtctceccaaaqg
cagtggcagt
tttgggagtt
caagctggaa

19/24

42
GASGKTYLYW
YYCLQGTHFP

43
ttgteggtty
ggtgctagty
cgactaatct
ggagcagaga
tattactgcet
ttgaaa

LFQRSGQSPK
HTFGAGTKLE

cececttggaca
gaaagacata
atctggtgtce
cagattttac
tgcaaggtac

SEQ ID NO:

RLIYLVSTLD
LK

accagectee
tttgtattygg
cacactggac
tcttaaaatc
acattttcct

44

MMSPAQFLFLLMLWIQGTSGDVVMTQTPLSLSVALGQPASISCKSSOSLVGASGKTYLYWLFQRSGQSPK

RLIYLVSTLDSGIPDRFSGSGAETDFTLKIRRVEADDLGVYYCLQGTHFPHTFGAGTKLELK

regione Ab 1519 VL di ratto con sequenza segnale in corsivo sottolineata

atgatgagtc

ctgcccagtt cctgtttctyg

ctgatgctct

ggattcaggy

SEQ ID NO:

45
aaccagtggt

gatgttgtga
atctettgea
ttatttcaga
tctggaattce

cgcagagtgg
cacacgtttyg

regione Ab 1519 VH di ratto

tgacccagac tccactgtcet
agtcaagtca gagcctcgta
ggtccggeca gtcetceccaaag
ctgataggtt cagtggcagt
aagccgatga tttgggagtt
gagctgggac caagctggaa

SEQ ID NO

ttgtcggttg
ggtgctagtg
cgactaatct
ggagcagaga
tattactgct
ttgaaa

: 46

EVPLVESGGG SVQ?GRSMKLNSCVVSGFTFS NYGMVWVRQA
RDSVKGRETI SRNNAKSTLY LOMDSLRSED TATYYCTTGI

regione Ab 1519 VH di ratto

gaggtgccgce
tcetgtgtag
ccaaagaagg
cgagattccyg
ttgcaaatgyg
gtccggececet

SEQ ID NO
tggtggagtc tgggggcgge
tctcaggatt cactttcagt
gtctggagtyg ggtcgcatat
tgaagggccg attcactatc
acagtctgag gtctgaggac
ttctetattyg gggecaagga

;47

tcagtgcagce
aattatggca
attgattctg
tccagaaata
acggccactt
accacggtca

cccttggaca
gaaagacata
atctggtgtc
cagattttac
tgcaaggtac

PKKGLEWVAY
VRPFLYWGQG

ctgggaggtc
tggtctgggt
atggtgataa
atgcaaaaag
attactgtac
ccgteteg

regione Ab 1519 VH di ratto con sequenza segnale sottolineata in corsivo
MDISLSLAFIL VLFIKGVRCE VPLVESGGGS VQPGRSMKLS CVVSGETESN

KKGLEWVAYI DSDGDNTYYR DSVKGRETIS RNNAKSTLYL QOMDSLRSEDT

RPFLYWGQGT

TVTVS

regione Ab 1519 VH di ratto con sequenza segnale sottolineata in corsivo

atggacatca

gtctcagctt

ggctttcctt

gtccttttca

taaaaggtgt

accagcctcec
tttgtattgg
cacactggac
tcttaaaatce
acattttecct

IDSDGDNTYY
TTVIVS

catgaaactc
ccgccagget
tacttactac
caccctatat
aacagggatt

SEQ ID NO: 48

YGMVWVRQAP
ATYYCTTGIV

SEQ ID NO: 49

ccggtgtgag

gtgcecgetgg
tgtgtagtct
aagaagggtc
gattccgtga
caaatggaca
cggcecttte

tggagtctgg
caggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gtctgaggtc
tctattgggyg

gggcggctca
tttcagtaat

cgcatatatt
cactatctcc
tgaggacacg
ccaaggaacc

gtgcagcctg
tatggcatgg
gattctgatg
agaaataatg
gccacttatt
acggtcaccyg

ggaggtccat
tctgggtcceyg
gtgataatac
caaaaagcac
actgtacaac
tctecg

gaaactctcc
ccaggctcca
ttactaccga
cctatatttg
agggattgtc
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mgkmeV1519gLﬂ)SEQ ID NO: 50

DIQM%QSPSS LSASVGDRVT ITCKSSQSLV
SGIPSRFSGS GSGTEFTLTI SSLQPEDFAT

regioneV 1519 gL20 sEo 1D NO: 51

gatatccaga
attacctgta
ctcttecaga
ageggtatte
agceteectee
cacacttteg

tgacccagag
aaagctceca
aaccgggceaa
cgtetegttt
agecggagga
gccagggtac

tccaagcagt
gtcecectggty
agctccgaaa
ctecggtage
ctttgctace
caaactggaa

20/24

GASGKTYLYW
YYCLQGTHEP

ctctececgeca
ggtgcaagceg
cgectgatet
ggtagcggta
tattactgce
atcaaa

LEQKPGKAPK
HTFGQGTKLE

gcgtaggega
gecaaaaccta
atctggtgtce
ccgaatteac
tcecagggcac

regioneV 1519 gL20 con sequenza segnale sottolineata in corsivo

RLIYLVSTLD
IK

tegtgtgact
cectgtactgg
taccctggat
gcetgaccatt
teatttteeyg

SEQ ID NO:

52

NKKTAIAIAVAihGFATVAQADIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLVGASGKTYLYWLFQKPGKAPKR

LIYLVSTLDSGIPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLQGTHFPHTFGQGTKLEIK

regioneV 1519 gl.20 con sequenza segnale sottolineata in corsivo

atgaaaaaga

cagctatcgce

aattgcagtyg

geettggetyg

gtttcgctac

SEQ ID NO:
cgtagecgeaa

gctgatatcce
actattacct
tggctecttee
gatagcggta
attagctccee
ccgcacactt

agatgaccca
gtaaaagctc
agaaaccggy
ttcegteteg
tcecageegga
tcggccaggyg

gagtccaagc
ccagtcectyg
caaagctccg
tttctecggt
ggactttgct
taccaaactyg

agtctcetceceyg
gtgggtgcaa
aaacgcctga
agcggtageg
acctattact
gaaatcaaa

catena leggera 1519 gl.20 (V+costante)SEQ ID NO: 54

DIQMTQSPSS
SGIPSRFSGS
FIFPPSDEQL
SSTLTLSKAD

catena leggera
gatatccaga

attacctgta
ctcttccaga
ageggtattce
agctccctcee
cacactttcg
ttcatcecttee
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc
gtcacccatc

catena leggera
MKKTAITAIAV

LSASVGDRVT
GSGTEFTLTI
KSGTASVVCL

ITCKSSQSLV
SSLQPEDFAT
LNNEYPREAK

YEKHRKVYACE VTHQGLSSPV

1519 gL.20 (V+costante)SEQ

tgacccagag
aaagctccca
aaccgggceaa
cgtctegttt
agcecggagga
gccagggtac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag
agggcctgag

tccaagcecagt
gtcecetggtg
agctccgaaa
ctececggtage
ctttgctacce
caaactggaa
tgagcagtty
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
ctcaccagta

GASGKTYLYW
YYCLQGTHFP
VOQWKVDNALQ
TKSENRGEC

ID NO: 55
ctctccgeca
ggtgcaagcg
cgcectgatcet
ggtagcggta
tattactgcce
atcaaacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaaaagtt

ccagcegtagyg
gcggcaaaac
tctatctggt
gtaccgaatt
gecteccaggygy

LEFQKPGKAPK
HTFGQGTKLE
SGNSQESVTE

gcgtaggcga
gcaaaaccta
atctggtgtc
ccgaattcac
tccagggcac
cggtagcggce
ctgectetgt
aggtggataa
aggacagceac
acaaagtcta
ttaatagagg

1519 gL.20 con sequenza segnale sottolineata e in corsivo
ALAGFATVAQ ADIQMTQSPS SLSASVGDRV TITCKSSQSL

WLEFQRKPGKAP
PHTFGQGTKL
QSGNSQESVT

cgatcgtgtg
ctacctgtac
gtctaccctg
cacgctgacc
cactcatttt

RLIYLVSTLD
IKRTVAAPSV
QDSKDSTYSL

tegtgtgact
cctgtactgg
taccctggat
gctgaccatt
tcattttccyg
cccatctgte
tgtgtygcctg
cgcectecaa
ctacagcctc
cgcectgegaa
ggagtgt

SEQ ID NO:
VGASGKTYLY

KRLIYLVSTL DSGIPSRFSG SGSGTEFTLT ISSLQPEDFA TYYCLQGTHE
EIKRTVAAPS VFIFPPSDEQ LKSGTASVVC LLNNFYPREA KVQWKVDNAL
EQDSKDSTYS LSSTLTLSKA DYEKHKVYAC EVTHQGLSSP

VTKSEFNRGEC

53

56
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catena leggera 1519 gL.20 con sequenza segnale sottolineata in corsivo  sEg ID NO: 57

atgaaaaaga

cagctatcge

aattgcagtyg

gecttggetg

gtttcgectac

cgtagcgcecaa

gctgatatcc
actattacct
tggctcttece
gatagcggta
attagctccce
ccgeacactt
gbtcttecatcet
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagcea
gaagtcaccc

agatgaccca
gtaaaagctc
agaaaccggqg
ttcegtceteg
tccagecgga
tcggeccaggg
tceegecate
acttctatcc
actcccagga
ccctgacget
atcagggccet

519 gH20 regione V

EVPLVESGGG LVOPGGSLRL SCAVSGETES
RDSVKGRETI SRDNAKSSLY LOMNSLRAED

1519 gH20 regione V

gaggttccgce
tettgtgeag
ccaggtaaag
cgcgactctg
ctgcagatga
gtgcgtcecat

1519 gH20 regione V con sequenza segnale sottolineata in corsivo

tggtcgagtc
tatctggett
gtctggaatg
tgaaaggtcg
acagcctgceqg
ttctgtattyg

gagtccaagce
ccagtccectyg
caaagctccy
tttcteeggt
ggactttgcet
taccaaactyg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca
gagctcacca

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

tggaggcggg
cacgttctcecc
ggtggcgtat
cttcaccatt
tgctgaagat
gggtcagggt

agtectcteceg
gtgggtgcaa
aaacgectga
ageggtageg
acctattact
gaaatcaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga
gtaacaaaaa

58
NYGMVWVRQA
TAVYYCTTGI

59

cttgtccagce
aactacggta
attgactccg
tccegegata
actgcggtgt
accctegtta

ccagcgtagg
geggeaaaac
tctatctggt
gtaccgaatt
gecteccaggy
gtacggtage
gaactgceccte
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt
gttttaatag

PGKGLEWVAY
VRPEFLYWGQG

ctggagggag
tggtgtgggt
acggcgacaa
acgccaaatc
actattgcac
ctgtcteg

SEQ

cgatcgtgtg
ctacctgtac
gtctaccctyg
cacgctgacc
cactcatttt
ggcceccecatet
tgttgtgtge
taacgcccte
cacctacagce
ctacgcectge
aggggagtgt

IDSDGDNTYY
TLVTVS

cctgegtete
tcgtcagget
cacctactat
cagcctgtac
cactggcatc

ID NO: 60

MKKTAIAIAV’AiAGFATVAQ AEVPLVESGG GLVQPGGSLR LSCAVSGFTE SNYGMVWVRQ

APGKGLEWVA YIDSDGDNTY YRDSVKGRET ISRDNAKSSL YLQMNSLRAE

IVRPFLYWGQ

1519 gH20 regione V con sequenza segnale sottolineata in corsivo

atgaagaaga

GTLVTVS

ctgctatagc

aattgcagtyg

gcgctagetyg

gtttcgececac

SEQ ID NO:

DTAVYYCTTG

61
cgtggcgeaa

gctgaggtte
ctctecttagtg
gctccaggta
tatcgcgact
tacctgcaga
atcgtgegtce

1519 gH20 catena pesante Fab' (V+gamma umano CH1+ hinge)

cgctggtcga
cagtatctgg
aaggtctgga
ctgtgaaagg
tgaacagcct
cgtttctgta

gtctggaggc
cttcacgttce
atgggtggcg
tcgcttcacc
gcgtgcectgaa
ttggggtcag

gggcttgtcc
tccaactacg
tatattgact
atttcccgeg
gatactgcgg
ggtaccctcg

agcctggagg
gtatggtgtg
ccgacggcga
ataacgccaa
tgtactattg
ttactgtctc

SEQ

EVPLVESGGG LVQPGGSLRL SCAVSGFTFES NYGMVWVRQA PGKGLEWVAY
RDSVKGRFTI SRDNAKSSLY LOMNSLRAED TAVYYCTTGI VRPFLYWGQG

KGPSVFPLAP SSKSTSGGTA ALGCLVKDYF PEPVTVSWNS GALTSGVHTE

SLSSVVTVPS SSLGTQTYIC NVNHKPSNTK VDKKVEPKSC DKTHTCAA

gagcctgcegt
ggttcgtcag
caacacctac
atccagcctg
caccactggce

g

ID NO: 62
IDSDGDNTYY
TLVTVSSAST
PAVLQSSGLY
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1519gH20 catena pesante Fab' (V+gamma umano 1-CHI1+ hinge)

gaggttccgce
tcttgtgecag
ccaggtaaag
cgcgactctg
ctgcagatga
gtgcgtcegt
aagggcccat
gecectggget
ggcgcecectga
tcectecagea
aacgtgaatc
gacaaaactc

tggtcgagtc
tatctggett
gtctggaatg
tgaaaggtcg
acagcctgceg
ttctgtattyg
cggtcttecc
gcectggtcaa
ccagcggegt
gegtggtgac
acaagcccag
acacatgcgce

tggaggcggy
cacgttctece
ggtggcegtat
cttcaccatt
tgctgaagat
gggtcagggt
cctggecaccece
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgcecectece
caacaccaag

cgcyg

cttgteccage
aactacggta
attgactccg
tcecegegata
actgcggtgt
accctegtta
tcetecaaga
cccgaaccygg
ccggetgtee
agcagcettgg
gtcgacaaga

ctggagggag
tggtgtgggt
acggcegacaa
acgccaaatc
actattgcac
ctgtctcgag
gcacctectgg
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
aagttgagcc

1519gH20 catena pesante Fab' con sequenza segnale sottolineata in corsivo

MKKTAIAIAV ALAGFATVAQ AEVPLVESGG

YIDSDGDNTY YRDSVKGRFT ISRDNAKSSL
TKGPSVFPLA PSSKSTSGGT AALGCLVKDY
SSSLGTQTYI CNVNHKPSNT KVDKKVEPKS

[519gH20 catena pesante Fab' con sequenza segnael sottolineata in corsivo

atgaagaaga

ctgctatagc

aattgcagtyg

gcgctagcectyg

gtttcgceccac

SEQ ID NO: 63
cctgegtcete
tcgtcagget
cacctactat
cagcecetgtac
cactggcatc
cgcttcectaca
gggcacagcy
gtggaactca
aggactctac
ctacatctgce
caaatcttgt

SEQ ID NO: 64

GLVQPGGSLR LSCAVSGFTFE SNYGMVWVRQ APGKGLEWVA
YLOMNSLRAE DTAVYYCTTG IVRPFLYWGQ GTLVTVSSAS
FPEPVTVSWN SGALTSGVHT FPAVLQSSGL YSLSSVVTVP
CDKTHTCAA

SEQ ID NO:65
cgtggcgcaa

gctgaggtte
ctctettgtyg
gctccaggta
tatcgcgact
tacctgcaga
atcgtgegtce
acaaagggcc
gcggccectgg
tcaggcgccece
tactccctca
tgcaacgtga
tgtgacaaaa

1519gH20 IgG4 catena pesante (V+gamima umano-4P costante)

EVPLVESGGG
RDSVKGRFTI
KGPSVFEPLAP
SLSSVVTVPS
PPKPKDTLMI
SVLTVLHQDW
SLTCLVKGFY
SCSVMHEALH

cgctggtega
cagtatctgg
aaggtctgga
ctgtgaaagg
tgaacagcct
cgtttctgta
catcggtcectt
gctgecctggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
ctcacacatg

LVQPGGSLRL
SRDNAKSSLY
CSRSTSESTA
SSLGTKTYTC
SRTPEVTCVV
LNGKEYKCKV
PSDIAVEWES
NHYTQKSLSL

gtctggagge
cttcacgttc
atgggtggcg
tcgecttcacce
gcgtgctgaa
ttggggtcag
cceccectggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgccc
cagcaacacc
cgccgeg

SCAVSGEFTES
LOMNSLRAED
ALGCLVKDYF
NVDHKPSNTK
VDVSQEDPEV
SNKGLPSSIE
NGQPENNYKT
SLGK

gggcttgtcece
tccaactacg
tatattgact
atttcccgeqg
gatactgcgg
ggtacccteg
ccetecteca
ttcceccecgaac
ttcececggetg
tccagcagcet
aaggtcgaca

NYGMVWVRQA
TAVYYCTTGI
PEPVIVSWNS
VDKRVESKYG
QEFNWYVDGVE
KTISKAKGQP
TPPVLDSDGS

agcectggagg
gtatggtgtg
ccgacggcega
ataacgccaa
tgtactattg
ttactgtctc
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtce
tgggcaccca
agaaagttga

PGKGLEWVAY
VRPFLYWGQG
GALTSGVHTFEF
PPCPPCPAPE
VHNAKTKPRE
REPQVYTLPP
FFLYSRLTVD

SEQ ID NO:

gagcctgegt
ggttcgtcag
caacacctac
atccagccetg
caccactggc
gagcgcttct
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc
gcccaaatct

66
IDSDGDNTYY
TLVTVSSAST
PAVLQSSGLY
FLGGPSVFLF
EQFNSTYRVV
SQEEMTKNQV
KSRWQEGNVF
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Figura 8N

1519%H20Ig(ﬂlcMenapesmﬂe(V4wannnalunanOJU?comanuzesonisoﬂohneaﬁ)SEQ 1D NO:67
gaggtaccacttgtggaaagcggaggaggtettgtgecagectggaggaagtttacgtetetettgtgetgtgtetggett
caccttcteccaattacggaatggtetgggteagacaagecacetggaaagggtottgaatgggtggectatattgactetyg
acggggacaacacctactatcegggattcoccgtgaaaggacgettcacaatetecegagataacgccaagagetcactgtac
ctgcagatgaatagcectgagagccgaggatactgecgtgtactatigeacaacgggaategttaggectttictgtactyg
gggacagggcaccttggttactgtetegagegetictacaaagggeccateeglteticccectggegecctgetecagga
gcacctecgagagecacagecgceectgggetgectggtcecaaggactactteccegaacceggtgacggtgtegtggaactca
ggcgccectgaccageggegtgecacaccetteceeggetgtectacagtectecaggactetactecetecagecagegtggtygac
cgtgececctecagecagettgggcacgaagacctacacctgcacaageccageaacaccaaggtggacaagagagttggtyga
gaggccagcacagggagggagggtygtetgetggaagecaggceteagecctectygectyggacgecaceceggetgtgoagee
ccageccagggcagecaaggecatgecccatetgtetectcaceeggaggectetgaccaceecactecatgececagggagag
ggtcttctggattttteccaccaggetecgggecagecacaggetggatgeccctaccceccaggecctgegecatacaggggca
ggtgctgcgectcagacctygccaagagecatatecgggaggaccecetgecectgacctaageccaceecaaaggecaaacte
tccactccctcagetcagacaccttectetecteccagatetgagtaacteccaatettetetectgecagagteccaaatatg
gtcccceccatgeccaccatgeccaggtaagecaacccaggectegecctecagetcaaggegggacaggtgecctagagta
gcctgcatccagggacaggcecccagecgggtgetgacgecatcecacctecatetettectecagecacctgagttectgggygy
gaccatcagtcttectgttececeoccaaaacccaaggacactetecatgateteccggacecctgaggtecacgtgegtggty
gtggacgtgagccaggaagaccccgaggteccagttcaactggtacgtggatggegtggaggtgcataatgecaagacaaa
geegegggaggagcecagttcaacagcacgtaccgtgtggtecagegtectecacegtectgecaccaggactyggetgaacggea
aggagtacaagtgcaaggtctcecaacaaaggectecegtectecatcgagaaaaccatectecaaagcecaaaggtgggace
cacggggtgcgagggccacatggacagaggtcageteggecccaccctetgeecctgggagtgacegetgtgecaacctety
tceectacagggcageccegagagecacaggtgtacacceetgecccecateccaggaggagatgaccaagaaccaggtceage
ctgacctgcectggtcaaaggettcectacccecagegacategeegtggagtgggagagecaatgggecageeggagaacaacta
caagaccacgccbeccgtgetggacteegacggeteectitettectbetacagecaggctaaccglyggacaagagcagygtyygce
aggaggggaatgtcttctcatgectecgtgatgcatgaggctetgcacaaccactacacacagaagagectcetececetgtet

ctgggtaaa

1519g1.20 FabFv catena leggera

DIOMTQSPSS
SGIPSRFSGS
FIFPPSDEQL
SSTLTLSKAD
QOSPSSVSASV
SGSGTDFTLT

LSASVGDRVT
GSGTEFTLTI
KSGTASVVCL
YEKHKVYACE
GDRVTITCQS
ISSLQPEDFA

ITCKSSQSLV
SSLOPEDFAT
LNNFYPREAK

VITHQGLSSPV

SPSVWSNFLS
TYYCGGGYSS

1519g1.20 FabFv catena leggera

gatatccaga
attacgtgta
ctctttcaga
tctygggatac
tcatcgctge
cacactttcy
ttcatcttec
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc
gtcacccatc
ggtggcggtg
cagagtcett
tctectageg
aaacttctga
tctggatcag
acctactatt
aaggtggaaa

tgacccagag
agagctccca
agcctggceaa
cgtcacgatt
aacccgagga
gcecaggggac
cgcecatctga
tctatcecccag
cccaggagag
tgacgcetgte
agggcectgag
gcagtggtgg
catcggtatce
tctggagcaa
tttatgaagc
ggacagactt
gtggtggagg
tcaaacgtac

cccatctage
atctctcgtg
ggcaccaaaa
ttccggatcet
ctttgctacce
aaaactcgaa
tgagcagttyg
agaggccaaa
tgtcacagag
taaagcagac
ctcaccagta
gggaggctcec
cgegteegtt
ttttctatcc
ctcgaaactc
cacgttgaca
ttacagtagce
c

SEQ ID NO:

GASGKTYLYW
YYCLQGTHEP
VOWKVDNALQ
TKSENRGECS
WYQOKPGKAP
ISDTTFGCGT

SEQ ID NO:

ttatccgett
ggtgcaagtg
cggctgatct
gggagcyggaa
tactactgcc
atcaaacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaaaagtt
ggaggtggcg
ggcgataggg
tggtatcaac
accagtggag
atcagttcgce
ataagtgata

68
LEQKPGKAPK
HTFGQGTKLE
SGNSQESVTE
GGGEGESGEEES
KLLIYEASKL
KVEIKRT

69

ccgttggtga
gcaagaccta
atctggtgtce
ctgagttcac
tgcaaggcac
cggtagcggce
ctgccectetgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtgta
ttaatagagg
gttcagacat
tgactattac
agaaaccggy
ttcegtcaag
tgcaaccaga
cgacatttgg

RLIYLVSTLD
IKRTVAAPSV
QDSKDSTYSL
GGGGSDIOMT
TSGVPSRFSG

tcgecgtgaca
tctgtactgyg
tacccttgac
actcacgatt
tcatttccct
cccatctgte
tgtgtgectyg
cgccectecaa
ctacagcectg
cgcetgecgaa
ggagtgtage
acaaatgacc
atgtcaaagce
gaaggctcca
attcagtggce
ggactttgeg
gtgcggtact
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Figura 80

1519120 FabFv catena leggera con sequenza segnale sottolineata in corsivo SEQ ID NO 70
HSVPTQVLGLLLLWL TDARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVT ITCKSSQSLVGASGKTYLYWLFQKPGKAPKRL I YLV
STLDSGIPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCLQGTHFPHTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGECSGGGGSGGGESGGGGSDIOMTQSPSSVSASVGDRVTITCOSSPSVWSNFLSWYQQKPGKARKL LT
YEASKLTSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCGGGYSSISDTTFGCGTRVE IRKRT

1519gL.20 FabFv_catena leggera.con sequenza segnale sottolineata in corsivo SEQ ID NO 71
atgtctgtcecceccaccecaagtecteoggactectgetactetggettacagatgccagatgegatateccagaty
acccagagcccatctagettatcegetteecgttggtgatcgegtgacaattacgtgtaagagetceccecaatcet
ctegtgggtgcaagtggeaagacctatctgtactggetetttcagaagectggeaaggcaccaaaacggety
atctatctggtgtctacccttgactectgggatacegtcacgattttecggatetgggageggaactgagtte
acactcacgatttcatcgctgcaacccgaggactttgctacctactactgectgecaaggcactecatttoecet
cacactttcggccecaggggacaaaactegaaatcaaacgtacggtagceggeccecatetgtettcatettaeey
ccatctgatgagcagttgaaatctggaactgectetgttgtgtgectgectgaataacttetatecccagagag
gccaaagtacagtggaaggtggataacgecctceccaatcgggtaactcecccaggagagtgtcacagagcaggac
agcaaggacagcacctacagcctgagcagcaccctgacgectgtctaaagcagactacgagaaacacaaagty
tacgcectgegaagtcacccatcagggectgagetcaccagtaacaaaaagttttaatagaggggagtgtage
ggtggcggtggecagtggtgggggaggctecggaggtggeggttcagacatacaaatgacccagagtecttea
tcggtatecgegtecegttggegatagggtgactattacatgtcaaagetectectagegtetggagecaatttt
ctatcctggtatcaacagaaaccggggaaggctccaaaacttctgatttatgaagectcgaaactcaccagt
ggagttccgtcaagattcagtggetetggatcagggacagacttcacgttgacaatcagttcgetgcaacca
gaggactttgcgacctactattgtggtggaggttacagtagcataagtgatacgacatttgggtgeggtact
aaggtggaaatcaaacgtacc

1519gH20 FabFv catena pesante SEQ ID NO 72
EVPLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGEFTEFSNYGMVWVRQAPGKGLEWVAY IDSDGDNTYYRDSVKGRFT I SR
DNAKSSLYLQMNSLRAEDTAVYYCTTGIVRPFLYWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVE
PKECSGGGGSGGGGTGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGIDLSNYATNWVRQAPGKCLEWIGI IW
ASGTTFYATWAKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCARTVPGYSTAPYFDLWGQGTLVTVSS

1519gH20 FabFv catena pesante SEQ ID NO 73
gaggtaccacttgtggaaagcggaggaggtettgtgcagectggaggaagtttacgtectetettgtgetgtyg
tectggettcaccttetceccaattacggaatggtetgggtcagacaagecacctggaaagggtettgaatgggtyg
gectatattgactctgacggggacaacacctactatcegggattecgtgaaaggacgettcacaatctecaega
gataacgccaagagctcactgtacctgcagatgaatagectgagageccgaggatactgeegtgtactattge
acaacgggaatcgttaggecttttctgtactggggacagggcaccttggttactgtctcgagegegtceccaca
aagggcccatcggtcecttceccecectggcecacectecteccaagagecacctctgggggcacageggecctgggetge
ctggtcaaggactacttccececgaaccagtgacggtgtegtggaactcaggtgecctgaccageggegttcac
accttcecggetgtectacagtettcaggactcectactecectgagecagegtggtgaccgtgecctecageage
ttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagececcageaacaccaaggtcgataagaaagttgag
cccaaatcttgtagtggaggtgggggctcaggtggaggegggaccggtggaggtggcagcecgaggttcaactyg
cttgagtctggaggaggcctagtccagectggagggagectgegtetetettgtgcagtaageggecatcgac
ctgagcaattacgccatcaactgggtgagacaagctceccggggaagtgtttagaatggatcggtataatatygy
gccagtgggacgaccttttatgctacatgggcgaaaggaaggtttacaattageccgggacaatagcaaaaac
accgtgtatctccaaatgaactcecttgecgagcagaggacacggeggtgtactattgtgectegecactgtceca
ggttatagcactgcaccctacttcecgatctgtggggacaagggaccctggtgactgtttcaagt

1519gH20 FabFv catena pesante con sequenza segnale sottolineata in corsivo SE1 ID NO 74
MEWSWVFLFFLSVTTGVHSEVPLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFTEFSNYGMVWVRQAPGKGLEWVAYIDS
DGDNTYYRDSVKGRETISRDNAKSSLYLOMNSLRAEDTAVYYCTTGIVRPFLYWGQGTLVTVSSASTKGPSV
FPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTRKVDKKVEPKSCSGGGGSGGGGTGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGIDLSNYA
INWVROAPGKCLEWIGIIWASGTTFYATWAKGRFTISRDNSKNTVYLOMNSLRAEDTAVYYCARTVPGYSTA

PYFDLWGQGTLVTVSS
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