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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 l’inserzione di geni 

mediante plasmidi. E. coli è stato utilizzato per produrre molte proteine ricombinanti inclusa l’insulina. 

Nonostante i numerosi vantaggi nell’uso delle cellule batteriche per produrre proteine ricombinanti, vi sono 

ancora importanti limitazioni che includono la difficoltà 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 III 

(ptr), DegP, OmpT, Tsp, prlC, ptrA, ptrB, pepA-T, tsh, espc, eatA, clpP e Ion. 

Tsp (anche nota come Prc) è una proteasi periplasmica da 60kDa. Il primo substrato noto della Tsp è 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 e 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 è stato successivamente 

scoperto che la Tsc è anche in grado di tagliare proteine della coda fagica, ed è 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 è stata creata rimpiazzando un segmento del gene prc con 

un frammento comprendente un marcatore Kanr . 

La riduzione dell’attività della Tsp (prc) è desiderabile al fine di ridurre la proteilisi di proteine di interesse. 

Tuttavia, è stato trovato che cellule prive della proteasi prc mostrano una crescita termoselettiva a bassa 

osmolarità. Hara et al hanno isolato revertanti termoresistenti contenenti mutazioni soppressore extrageniche 

(spr) (Hara et al., Microbial Drug Resistance, 2: 63-72 (1996)). Spr è 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 è designato come UniProtKB/Swiss-Prot P0AFV4 

(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 e a valle del gene e 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 (ΔDegP Δprc 

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 ΔDegP, Δprc e 

sprW174R è 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 WO02/48376 sono lac- e non possono crescere in colture in cui sono impiegati timidina, 

fucosio o maltosio come fonte di carbonio. Questo può 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 è una proteina periplasmica coinvolta nell’utilizzazione di fossfato dal mezzo di 

coltura. 

Certe proteine mostrano attività peptidil-prolil isomerasica e/o isomerasica e/o di chaperone ed è stato trovato 

che forniscono proprietà vantaggiose quando impiegate in linee cellulari utilizzate per l’espressione di proteine. 

La presente invenzione fornisce nuovi ceppi batterici che hanno mutazioni sia Tsp che spr e 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 

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

a. un gene spr mutato codificante una proteina avente una mutazione in uno o più degli amminoacidi selezionati 

tra  D133, H145, H157, N31, R62, I70, 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 più proteine in grado di facilitare il ripiegamento 

proteico, come FkpA, Skp, SurA, PPiA and PPiD 

in cui la cellula ha una attività 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 più degli amminoacidi selezionati 

tra  D133, H145, H157, N31, R62, I70, 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 più 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 attività ridotta della proteina Tsp paragonata ad una cellula selvatica e il resto del DNA 

genomico è isogenico rispetto alla cellula di tipo selvatico da cui è stata derivata la cellula ricombinante. 



-         - 

Jacopo de Benedetti 
USBM-043R B 

 

5

Secondo un aspetto, il genoma cellulare è isogenico rispetto ad una cellula batterica di tipo selvatico eccetto per 

il gene spr mutato, la modifica essendo richiesta per ridurre l’attività 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’attività ridotta della proteina 

Tsp rispetto ad una cellula selvatica e comprendente un gene spr mutante codificante una proteina spr, in cui il 

genoma cellulare è isogenico rispetto ad una cellula batterica selvatica esclusa la modifica necessaria a ridurre 

l0attività 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. 

È ulteriormente qui rivelato um metodo per produrre una proteina di interesse comprendente l’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 è un ceppo selvatico di E coli . le varie combinazioni erano: selvatico senza chaperone; selvatico con 

FkpA e Skp; MXE016 mutante spr e Δ Tsp come pubblicato in WO2011/086136; MXE016 e FkpA; MXE016 e 

Skp; MXE016 e FkpA e Skp; MXE017 rivelato  in WO2011/086136; MXE017 e FkpA e Skp 

Figura 2 

mostra i risultati di esperimenti di velocità di alimentazione a velocità di alimentazione post induzione 5.4, 6.0 e 

7.0g/h, per MXE016 la maggior parte del  Fab' aggiuntivo fatto a velocità di alimentazione maggiori era perso 

nel sovranatante. 

Figure 3A,B 

Mostra la vitalità cellulare (3A) e i titoli di Fab' (3B) per MXE016 +/- 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 è stato rivelato segnale nelle sole MXE016 

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 e amminoacidiche. 

Breve descrizione delle sequenze 

SEQ ID NO:1 è la sequenza di DNA del gene Tsp selvatico inclusi i sei nucleotidi ATGAAC a monte del 

codone d’inizio. 

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

SEQ ID NO:3 è 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 è la sequenza di DNA del gene selvatico della Proteasi III. 

SEQ ID NO:5 è la sequenza amminoacidica della proteina Proteasi III selvatica. 

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

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

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

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

SEQ ID NO: 11 è la sequenza del primer oligonucleotidico 5' per la regione del gene mutato DegP comprendente 

il sito di restrizione Ase I. 

SEQ ID NO: 12 è la sequenza del primer oligonucleotidico 3' per la regione del gene mutato DegP comprendente 

il sito di restrizione Ase I. 

SEQ ID NO: 13 è la sequenza del primer oligonucleotidico 5' per la regione del gene mutato DegP comprendente 

il sito di restrizione Ase I. 

SEQ ID NO: 14 è 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 è 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 è la sequenza del primer oligonucleotidico 3' per la regione del gene mutato DegP comprendente 

il sito di restrizione Ase I. 

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

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

amminoacidici. 

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

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

H212A. 

SEQ ID NO: 21 è la sequenza amminoacidica di una sequenza OmpT mutata comprendente le mutazioni D210A 

e H212A. 

SEQ ID NO: 22 è 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 cassetta oligonucleotidica codificante la sequenza intergenica 1 (IGS1) per 

l’espressione in E. coli di Fab. 

SEQ ID NO: 25 mostra la cassetta oligonucleotidica codificante la sequenza intergenica 2 (IGS2) per 

l’espressione in E. coli di Fab. 

SEQ ID NO: 26 mostra la cassetta oligonucleotidica codificante la sequenza intergenica 3 (IGS3) per 

l’espressione in E. coli di Fab. 

SEQ ID NO: 27 mostra la cassetta oligonucleotidica codificante la sequenza intergenica 4 (IGS4) per 

l’espressione in E. coli di Fab. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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 è 

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

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

una catena pesante di anticorpo anti-FcRn 1519gH20. 

Descrizione dettagliata delle forme di realizzazione preferite dell’invenzione 

I presenti inventori hanno fornito cellule batteriche ricombinanti gram-negative migliorate, idonee 

all’espressione di una proteina ricombinante di interesse. 



-         - 

Jacopo de Benedetti 
USBM-043R B 

 

9

In una forma di realizzazione la proteina è 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 più 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) è trasfettata in una linea cellulare stabile a 

dare l’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 più 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 l’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 vitalità cellulare aumentata rispetto alla cellula 

selvatica o ad una cellula che comprende un gene Tsp e un gene spr mutati. 

La vitalità cellulare è 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 difficoltà, i costi e le 
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spese per purificare la proteina desiderata. Quindi, minimizzare i frammenti di DNA da cellule non-vitali lisate è 

una questione importante nel produrre in modo efficiente proteine ricombinanti, vedere ad esempio US 

6,258,560. 

La vitalità cellulare si può misurare in qualsiasi tra varie tecniche di routine, ad esempio impiegando un 

colorante fluorescente ed analisi FACS o simili. 

Specificamente, le cellule secondo l’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 è particolarmente importante perché, 

ad esempio, quando i livelli totali di espressione della proteina di interesse sono simili, ma è accumulata più 

proteina nel periplasma o ne è accumulata meno nel sovranatante dato che il ceppo perde meno proteina, allora le 

cellule con queste proprietà di perdere meno proteina saranno generalmente più 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 può 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 velocità di produzione di una 

produzione di interesse e, quindi, la stessa quantità di proteina di interesse può 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 

velocità di produzione maggiore di una proteina di interesse può 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, l’espressione di una proteina o di proteine che facilitano il ripiegamento, ottimizza ulteriormente 

l’espressione aumentando la proteina fornita con un ripiegamento idoneo. L’esperto del settore sa bene che un 

ripiegamento idoneo è necessario alla funzione biologica e quindi isolare proteine con il ripiegamento desiderato 

è di vitale importanza. Questo è particolarmente importante quando la proteina è espressa in cellule gram-

negative perché la proteina espressa non sarà 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 

può manifestare come una aggregazione o altre impurità. L’isolamento della proteina desiderata può richiedere 

ampie purificazioni che hanno implicazione di costo e possono anche risultare in una bassa resa di proteina 

desiderata. Massimizzare la quantità di proteina correttamente ripiegata espressa minimizza la quantità di 

purificazione necessaria e può ottimizzare la resa utilizzabile ed è quindi vantaggioso. 

Vantaggi associati con l’espressione di una proteina che facilita il ripiegamento includono uno o più dei 

seguenti: titolo più elevato (ad esempio aumentato a circa 1.05g/L rispetto al selvatico 0.5g/L); maggiore 

raccolta di vitalità (ad esempio >95%); titolo aumentato con maggiore velocità di alimentazione (migliori 

prospettive per lo sviluppo del procedimento); titolo maggiore a scale di produzione commerciali come scale da 

20L e maggiore vitalità alla raccolta; e chiarificazione dell’estratto più facile, in particolare ad una scala da 20L. 

Le cellule fornite dalla presente invenzione hanno una ridotta attività proteasica di Tsp rispetto a una cellula 

selvatica, che può 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 può differire da una cellula batterica selvatica solo per una o 

più mutazioni nel gene spr e per la modifica necessaria per ridurre l'attività della proteina Tsp rispetto a una 

cellula selvatica perché per esempio il gene o geni codificanti la proteina per facilitare il ripiegamento proteico 

può 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 capacità della cellula di crescere e/o di esprimere 

una proteina di interesse. 

Di conseguenza, una o più delle cellule ospiti ricombinanti qui divulgate può 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 più 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 



-         - 

Jacopo de Benedetti 
USBM-043R B 

 

13

dichroism, NMR, X-Ray crystallography e epitope affinity measurement methods. 

La presente invenzione sarà 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" è inteso riferirsi a 10 o meno amminoacidi. 

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

indichi diversamente. 

"Attività ridotta" come qui impiegata si riferisce a "livelli più bassi di attività enzimatica, come l'attività 

enzimatica di Tsp in confronto alla corrispondente attività enzimatica in un ceppo di tipo selvatico quando 

misurati in condizioni comparabili in un saggio adatto. In una forma di realizzazione l'attività ridotta è del 50% o 

meno, 40% o meno, 30% o meno, 20% o meno, 10% o meno o 5% o meno dell'attività enzimatica di un 

comparatore selvatico. In una forma di realizzazione l'analisi per determinare i livelli di attività enzimatica è 

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 più risultati è 

confrontato allo scopo di valutare se vi è un'attività ridotta come qui definita o classificare i risultati di attività 

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 può 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 è stata modificata per 

realizzare la suddetta riduzione di attività della proteina Tsp e per portare il gene mutante spr. Ad esempio, una 

cellula non mutata può essere una cellula selvatica e può 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 densità 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 osmolarità. 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 più. 

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 è 

derivata la cellula eccetto per un gene spr mutato e la modifica richiesta per ridurre l'attività 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 può avere sostanzialmente la stessa sequenza genomica rispetto alla cellula selvatica eccetto 

per il gene spr mutato e la modifica richiesta per ridurre l'attività 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 può avere esattamente la stessa sequenza 

genomica rispetto alla cellula selvatica eccetto per il gene spr mutato e la modifica richiesta per ridurre l'attività 

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 così come può essere presente in natura o può essere isolato dall'ambiente, che non porta mutazioni 

geneticamente ingegnerizzate. Un esempio di ceppo selvatico di E. coli è W3110, come il ceppo W3110 K-12. 

Qualsiasi batterio gram-negativo adatto può 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 è E. coli. 
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Qualsiasi ceppo adatto di E. coli può essere usato nella presente invenzione, ma preferibilmente è 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 è che essi comprendono ulteriori mutazioni di geni coinvolti nel metabolismo cellulare e 

nella replicazione del DNA come, per esempio phoA, fhuA, 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 stabilità, la resa di espressione della proteina ricombinante e la tossicità. I ceppi che presentano una 

o più 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 è adatto per la 

produzione industriale di proteine. Inoltre, una qualsiasi delle suddette mutazioni genomiche può influenzare 

altri geni in cis e/o in trans in modi dannosi imprevedibili alterando così il fenotipo del ceppo, la fitness e il 

profilo proteico. Inoltre, l'uso di cellule fortemente mutate non è 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 è isogenica ad una cellula batterica 

selvatica ad eccezione del gene spr mutato e della modifica richiesta per ridurre l'attività 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 capacità della cellula di 

crescite e/o di esprimere una proteina di interesse. Di conseguenza, una o più delle cellule ospiti ricombinanti 

della presente invenzione può 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 più 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 è isogenica a una cellula E. coli selvatica, come il ceppo 

W3110, eccetto per il gene spr mutato e la modifica richiesta per ridurre l'attività della proteina Tsp rispetto a 
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una cellula selvatica. 

La cellula della presente invenzione può 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 può essere esogena o endogena. Il polinucleotide codificante per la proteina di interesse può 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 è inserito nel 

genoma dell'ospite, la cellula della presente invenzione differirà 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 è una proteasi periplasmatica legata alla membrana E .coli. 

La sequenza di amminoacidi selvatico della proteina spr è mostrata in SEQ ID NO: 21 con la sequenza del 

segnale all'N-terminale e in SEQ ID NO: 22 senza la sequenza segnale di 26 amminoacidi (secondo il numero di 

accesso UniProt P0AFV4). La numerazione degli amminoacidi della sequenza della proteina spr nella presente 

invenzione include la sequenza segnale. Di conseguenza, l'amminoacido 1 della proteina spr è il primo 

amminoacido (Met) mostrato in SEQ ID NO: 21. 

Il gene spr mutato è 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 è la loro tendenza a lisare, specialmente ad alte densità cellulari. Di 

conseguenza il fenotipo di una cellula comprendente un gene Tsp mutato è una tendenza a lisare, specialmente 

ad alte densità cellulari. Le cellule con un gene Tsp mutato mostrano anche una crescita termosensibile a bassa 

osmolarità. Tuttavia, le mutazioni di spr nelle cellule della presente invenzione, quando introdotte in una cellula 

che ha un'attività ridotta di Tsp, sopprimono il fenotipo Tsp ridotto e, pertanto, la cellula presenta una ridotta lisi, 

in particolare ad un'alta densità cellulare. Il fenotipo di crescita di una cellula può essere facilmente misurato da 
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una persona esperta nell'arte durante tecniche di agitazione della beuta o di fermentazione ad alta densità 

cellulare. La soppressione del fenotipo di lisi cellulare si può 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 attività 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 più degli amminoacidi selezionati tra  N31, R62, I70, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100, 

L108, Y115, D133, V135, L136, G140, R144, H145, G147 e H157, preferibilmente una mutazione di uno o più 

degli amminoacidi selezionati tra C94, S95, V98, Y115, D133, V135, H145, G147 e H157. In questa forma di 

realizzazione, la proteina spr preferibilmente non ha ulteriori mutazioni. 

La mutazione di uno o più degli amminoacidi precedenti può essere una qualsiasi mutazione missenso adatta a 

uno, due o tre dei nucleotidi che codificano l'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 può cambiare l'amminoacido con uno che ha 

una dimensione diversa e/o ha proprietà chimiche diverse rispetto all'amminoacido selvatico. 

In una forma di realizzazione il gene mutante spr codifica una proteina spr avente una o più mutazioni 

selezionate tra C94A, S95F, V98E, Y115F, D133A, V135D o G, H145A, G147C e H157A. 

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 NlpC/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 può 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, e H157 possono essere mutati in un amminoacido piccolo come Gly o Ala. Di 

conseguenza, la proteina spr può 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 è 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 è 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 è effettuata la sostituzione dell'amminoacido, e la seconda lettera designa l'amminoacido 

usato per sostituire l'amminoacido selvatico. 

In una forma di realizzazione la proteina mutante spr comprende una mutazione in uno o più aminoacidi scelti 

tra N31, R62, I70, Q73, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136, G140, R144 e G147,  

preferibilmente una mutazione in uno o più amminoacidi scelti tra S95, V98, Y115, D133, V135 e G147. In 

questa forma di realizzazione, la proteina spr preferibilmente non ha ulteriori mutazioni. Di conseguenza, il gene 

mut mutato può comprendere: una mutazione in N31; o una mutazione in R62; o una mutazione in I70; 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; o 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; o N31, Q73, R100 e G140; o Q73, R100 e G140; o R100 e G140; o Q73 e G140; o Q73 e R100; o R62, 

Q99 e R144; o Q99 e R144. 

Uno o più degli amminoacidi N31, R62, I70, Q73, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136, 

G140, R144 e 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 più di N31, R62, 170, Q73, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, D133, V135, L136, G140 e 



-         - 

Jacopo de Benedetti 
USBM-043R B 

 

19

R144 possono essere mutati in un amminoacido piccolo come Gly o Ala. 

In   una   forma   di   realizzazione   la   proteina    spr   comprende   una   o   più   delle   seguenti   mutazioni: 

N31Y,   R62C,   I70T,   Q73R,   S95F,   V98E,   Q99P,   R100G,   L108S,   Y115F,   D133A,   V135D   o 

V135G,   L136P,   G140C,   R144C   e   G147C .   In   una   forma   di   realizzazione   la proteina   spr 

comprende una o più delle seguenti mutazioni: S95F, V98E, 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, 

V98E, 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 più 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; o 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, può 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 può avere una o più delle seguenti mutazioni: N31Y, R62C, 
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I70T, Q73R, C94A, S95F, V98E, 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 più mutazioni discusse sopra. 

Le cellule secondo la presente invenzione hanno una attività della proteina Tsp ridotta rispetto a una cellula 

selvatica. L'espressione " attività della proteina Tsp ridotta rispetto a una cellula selvatica" significa che l'attività 

Tsp della cellula è ridotta rispetto all'attività Tsp di una cellula selvatica. La cellula può essere modificata con 

qualsiasi mezzo adatto per ridurre l'attività di Tsp. 

In una forma di realizzazione l'attività ridotta di Tsp deriva dalla modifica del polinucleotide endogeno 

codificante Tsp e/o delle sequenze associate alla regolazione dell’espressione. La modifica può ridurre o 

interrompere la trascrizione e la trascrizione del gene Tsp o può fornire una proteina Tsp espressa con attività 

proteasica ridotta rispetto alla proteina TsPC selvatica. 

In una forma di realizzazione è modificata una sequenza associata alla regolazione dell’espressione per ridurre 

l'espressione di Tsp. Ad esempio, il promotore del gene Tsp può 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 attività proteasica ridotta o un gene Tsp mutato knockout. 

Preferibilmente è mutato il gene Tsp cromosomico. 

Come usato qui, "gene Tsp" significa un gene codificante una proteasi Tsp (nota anche come Prc) che è 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 è mostrata in SEQ ID NO: 1 e la sequenza della proteina Tsp 

selvatica è 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 attività 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   attività   proteasica   ridotta" 
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nel   contesto   della   presente   invenzione   significa   che   il   gene   Tsp   mutato   non   ha   l'attività 

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% 

o meno, il 20% o meno, il 10% o meno o il 5% o meno dell'attività proteasica di una proteina Tsp selvatica non 

mutata. Più preferibilmente, il gene Tsp mutato codifica per una proteina Tsp senza attività proteasica. In questa 

forma di realizzazione la cellula non ha una deficienza di Tsp cromosomico, cioè la sequenza del gene Tsp non è 

stata cancellata o mutata per impedire l'espressione di alcuna forma di proteina Tsp. 

Qualsiasi mutazione adatta può essere introdotta nel gene Tsp al fine di produrre una proteina avente attività 

proteasica ridotta. L'attività proteasica di una proteina Tsp espressa da un batterio gram-negativo può 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 è stata testata l'attività proteasica di Tsp. 

E’ stato riportato in Keiler et al (supra) che Tsp ha un sito attivo comprendente residui S430, D441 e K455 e 

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 attività proteasica rilevabile. È stato inoltre riportato che il gene Tsp 

mutato S430C mostrava circa 5-10% di attività selvatica. Di conseguenza, la mutazione Tsp per produrre una 

proteina con attività proteasica ridotta può comprendere una mutazione, come una mutazione missenso a uno o 

più dei residui S430, D441, K455, G375, G376, E433 e T452. Preferibilmente, la mutazione Tsp per produrre 

una proteina avente attività proteasica ridotta può 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 può comprendere: una mutazione a S430; o una mutazione in D441; o una 

mutazione in K455; o una mutazione in S430 e D441; o una mutazione in S430 e K455; o una mutazione in 



-         - 

Jacopo de Benedetti 
USBM-043R B 

 

22

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

Uno o più di S430, D441, K455, G375, G376, E433 e T452 possono essere mutati in qualsiasi amminoacido 

adatto che si traduca in una proteina con attività proteasica ridotta. Esempi di mutazioni idonee sono S430A, 

S430C, D441A, K455A, K455H, K455R, G375A, G376A, E433A e T452A. Il gene Tsp mutato può 

comprendere una, due o tre mutazioni ai residui del sito attivo, ad esempio il gene può comprendere: S430A o 

S430C; e/o D441A; e/o K455A o K455H o 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 più mutazioni che impediscono l'espressione della proteina Tsp codificata dal gene selvatico 

per fornire una cellula deficiente nella proteina Tsp. Il gene knockout può essere parzialmente o completamente 

trascritto ma non tradotto nella proteina codificata. Il gene Tsp knockout mutato può essere mutato in qualsiasi 

modo adatto, per esempio da una o più 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 può 

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 l'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 può comprendere una mutazione al codone di inizio del gene e/o uno o più 

codoni di stop collocati a valle del codone di inizio del gene e a monte del codone di arresto del gene impedendo 

così l'espressione della proteina Tsp. La mutazione al codone di inizio può 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 può essere 

mutato mediante una mutazione di spostamento del modulo di lettura da inserzione o delezione. Il gene Tsp 

comprende due codoni ATG all'estremità 5 'della sequenza codificante, uno o entrambi i codoni ATG possono 

essere mutati da una mutazione missenso. Il gene Tsp può essere mutato al secondo codone ATG (codone 3) in 

TCG. 
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Il gene Tsp può alternativamente o ulteriormente comprendere uno o più 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 più codoni di arresto inseriti. In una forma 

di realizzazione preferita il gene Tsp è mutato per eliminare "T" dal quinto codone provocando così 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 è 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 più geni capaci di esprimere o sovraesprimere una o più 

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 è FkpA, Skp o una loro 

combinazione. 

In   una   forma   di   realizzazione   la   proteina   per   facilitare   il   ripiegamento   delle   proteine   è 

selezionata tra FkpA o una combinazione di FkpA e Skp. 

FkpA è un peptidil-prolil cis-trans isomerasi con il numeroSwiss-Prot P45523. 

Skp è una proteina chaperone con il numero Swiss-Prot P0AEU7. 

La proteina per facilitare il ripiegamento delle proteine può 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 attività di chaperone e 

attività proteasica ridotta e/o un gene ptr mutato, in cui il gene mutato ptr codifica per una proteina Proteasi III 

avente ridotta attività proteasica o è un gene ptr mutante knockout e/o un gene OmpT mutato, in cui il gene 

OmpT mutato codifica una proteina OmpT con attività proteasica ridotta o un gene OmpT mutato knockout. 

In questa forma di realizzazione il genoma della cellula è 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 è mostrata in SEQ ID NO: 7 e la sequenza 

della proteina DegP non mutata è 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 attività di chaperone ma non attività 

proteasica completa. 

L'espressione "avere attività di chaperone" nel contesto della presente invenzione significa che la proteina DegP 

mutata ha la stessa o sostanzialmente la stessa attività di chaperone rispetto alla proteina DegP selvatica non 

mutata. Preferibilmente, il gene DegP mutato codifica per una proteina DegP che ha il 50% o più, il 60% o più, il 

70% o più, l'80% o più, il 90% o più o il 95% o più dell'attività chaperone di una proteina selvatica non mutata 

DegP. Più preferibilmente, il gene DegP mutato codifica per una proteina DegP avente la stessa attività di 

chaperone rispetto a DegP selvatico. 

L'espressione "avendo ridotta attività proteasica" nel contesto della presente invenzione significa che la proteina 
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DegP mutata non ha l'attività 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% 

o meno, il 20% o meno, il 10% o meno o il 5% o meno dell'attività proteasica di una proteina DegP selvatica non 

mutata. Più preferibilmente, il gene DegP mutato codifica per una proteina DegP senza attività proteasica. La 

cellula non è deficiente nel DegP cromosomico, cioè le sequenze del gene DegP non sono state eliminate o 

mutate per impedire l'espressione di qualsiasi forma di proteina Deg 

Qualsiasi mutazione adatta può essere introdotta nel gene DegP al fine di produrre una proteina avente attività di 

chaperone e attività proteasica ridotta. L'attività di proteasi e chaperone di una proteina DegP espressa da un 

batterio gram-negativo può 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 attività 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 è una serina proteasi e ha un centro attivo costituito da una triade catalitica di residui amminoacidici di 

His105, Asp135 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 attività chaperone e attività proteasica ridotta può 

comprendere una mutazione, come una mutazione missenso in uno, due o tre di His105, Asp135 e Ser210. 

Di conseguenza, il gene DegP mutato può comprendere: una mutazione in His105; o una mutazione in Asp135; 

o una mutazione in Ser210; o una mutazione a His105 e 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 attività di chaperone e attività proteasica ridotta. Ad esempio, uno, due o tre tra His105, 

Asp135 e Ser210 possono essere mutati in un piccolo amminoacido come Gly o Ala. Un'ulteriore mutazione 

adatta è quella di cambiare uno, due o tre tra His105, Asp135 e Ser210 in un amminoacido avendo proprietà 
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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 è 

stato trovato produrre una proteina avente attività di chaperone ma non attività 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 è mutato per eliminare il dominio PDZ1 e/o il dominio 

PDZ2. La delezione di PDZ1 e PDZ2 determina la perdita completa dell'attività proteasica della proteina DegP e 

diminuisce l'attività di chaperone rispetto alla proteina selvatica DegP mentre la delezione di PDZ1 o PDZ2 

risulta in una attività proteasica al 5% e attività 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). 

Il gene DegP mutato può 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 è fornita in SEQ ID NO: 9 e la sequenza proteica codificata è 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 attività di chaperone e attività di proteasi ridotta, una o più 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 è 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 l'espressione DegP, l'attività chaperone di DegP si perde completamente mentre nella cellula 
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secondo la presente invenzione l'attività di chaperone di DegP è mantenuta mentre l'attività proteasica completa 

è persa. In queste forme di realizzazione, una o più cellule secondo la presente invenzione hanno un'attività 

proteasica inferiore per impedire la proteolisi della proteina pur mantenendo l'attività di chaperone per consentire 

il corretto trasporto e ripiegamento della proteina nella cellula ospite. 

In queste forme di realizzazione, una o più cellule secondo la presente invenzione possono avere una crescita 

cellulare migliorata rispetto alle cellule portatrici di un gene DegP knockout mutato che impedisce l'espressione 

di DegP. Senza voler essere vincolati dalla teoria, potrebbe essere mostrata una migliore crescita cellulare a 

causa della proteasi DegP che mantiene l'attività di un chaperone che può aumentare la capacità della cellula di 

processare tutte le proteine che richiedono l'attività di uno chaperone. Di conseguenza, la produzione di proteine 

correttamente piegate necessarie per la crescita e la riproduzione della cellula può essere aumentata in una o più 

delle cellule della presente invenzione rispetto alle cellule portatrici di una mutazione knockout DegP 

migliorando così le vie cellulari che regolano la crescita.  

Inoltre, i ceppi noti deficienti in proteasi DegP sono generalmente sensibili alla temperatura e 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 è mostrata in SEQ ID NO: 4 e la sequenza della proteina 

Proteasi III non mutata è 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 attività 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 attività proteasica ridotta" nel 



-         - 

Jacopo de Benedetti 
USBM-043R B 

 

28

contesto della presente invenzione significa che il gene mutato di ptr non ha l'attività proteasica completa rispetto 

al gene ptr non mutato selvatico. 

Preferibilmente, il gene ptr mutato codifica per una Proteasi III 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'attività proteasica di una Proteina Proteasi III selvatica 

non mutata. Più preferibilmente, il gene ptr mutato codifica per una proteina Proteasi III senza attività proteasica. 

In questa forma di realizzazione la cellula non è deficiente in ptr cromosomico, cioè la sequenza del gene ptr non 

è stata cancellata o mutata per impedire l'espressione di alcuna forma di proteina Proteasi III. 

Qualsiasi mutazione adatta può essere introdotta nel gene ptr al fine di produrre una proteina Proteasi III con 

attività proteasica ridotta. L'attività proteasica di una proteina Proteasi III espressa da un batterio gram-negativo 

può 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 più mutazioni, causando così assenza di espressione della proteina codificata dal gene per fornire una 

cellula carente nella proteina codificata dal gene mutato knockout. Il gene knockout può essere parzialmente o 

completamente trascritto ma non tradotto nella proteina codificata. Il gene ptr knockout mutato può essere 

mutato in qualsiasi modo adatto, per esempio mediante una o più delezioni, inserzioni, mutazioni puntiformi, 

missenso, nonsenso e di slittamento del modulo di lettura, per ottenere l’assenza di espressione della proteina. 

Ad esempio, il gene può essere knocked out mediante l'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 è mutato mediante l'inserimento di una sequenza di DNA 

estraneo,   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  più   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 l'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 può 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 può essere mutato mediante una 

mutazione di spostamento del modulo di lettura da inserzione o delezione. 

In una forma di realizzazione preferita il gene ptr è mutato per cambiare il codone di inizio ATG in ATT. 

Il gene ptr knockout mutato può comprendere alternativamente o in aggiunta uno o più codoni di stop collocati a 

valle del codone di inizio del gene e 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 più codoni di stop inseriti. 

Gli uno o più codoni di stop inseriti sono preferibilmente codoni di stop nel modulo di lettura. Tuttavia, gli uno o 

più codoni di stop inseriti possono essere alternativamente o in aggiunta codoni di stop fuori dal modulo di 

lettura. Potrebbero essere necessari uno o più 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 più 

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 più 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 può essere inserito un sito di restrizione Ase I, che comprende il codone di stop TAA. 

In una forma di realizzazione preferita, il gene ptr è 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 l’idoneità 

della cellula cellula ad esprimere una proteina di interesse, in particolare proteine terapeutiche. Di conseguenza, 

una o più 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 è 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 è 

una proteasi di membrana esterna. La sequenza del gene OMPT selvatico non mutato è 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 attività 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 attività proteasica" nel 

contesto della presente invenzione significa che il gene mutato OmpT non ha l'attività proteasica completa 

rispetto al gene non mutato selvatico OmpT. Il gene mutato OmpT può codificare una proteina OmpT con 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'attività proteasica di 

una proteina OmpT selvatica non mutata. Il gene mutato OmpT può codificare una proteina OmpT senza attività 

proteasica. In questa forma di realizzazione la cellula non è deficiente in OmpT cromosomico, cioè la sequenza 

del gene OmpT non è stata cancellata o mutata per impedire l'espressione di alcuna forma di proteina OmpT. 

Qualsiasi mutazione adatta può essere introdotta nel gene OmpT al fine di produrre una proteina avente attività 

proteasica ridotta. L'attività proteasica di una proteina OmpT espressa da un batterio gram-negativo può 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 e 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 attività ridotta di circa 10 volte per Glu27, Asp97, Asp208 o His101, 
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un'attività 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 e R218L 

nell’ansa L4 hanno dato tutte luogo a una perdita parziale o quasi totale dell'attività enzimatica.  

Di conseguenza, la mutazione OmpT per produrre una proteina con attività proteasica ridotta può comprendere 

una mutazione, ad esempio una mutazione missenso in uno o più residui E27, D43, D83, D85, D97, S99, H101 

E111, E136, E193, D206, D208, D210, H212 G216, K217, R218 & E250. 

Uno o più 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 

attività proteasica. Ad esempio, uno o più 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, H101A E111A, E136A, E193A, D206A, D208A, D210A, 

H212A, H212N, H212Q, G216K, K217G, K217T, R218L e 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 è mostrata in SEQ ID NO: 23. 

L'espressione "gene OmpT mutato knockout" nel contesto della presente invenzione significa che il gene 

comprende una o più mutazioni, che causano l’assenza di espressione della proteina codificata dal gene per 

fornire una cellula deficiente nella proteina codificata dal gene mutato knockout. Il gene knockout può essere 

parzialmente o completamente trascritto ma non tradotto nella proteina codificata. Il gene OMPT mutato può 

essere mutato in qualsiasi modo adatto, per esempio da una o più delezioni, inserzioni, mutazioni puntiformi, 

missenso, nonsenso e di spostamento del modulo di scrittura, causando l’assenza di espressione della proteina. 

Ad esempio, il gene può essere knocked out mediante l'inserimento di una sequenza di DNA estraneo, come un 



-         - 

Jacopo de Benedetti 
USBM-043R B 

 

32

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/o uno o più 

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 può essere una mutazione 

missenso di uno, due o tutti e tre i nucleotidi del codone di inizio. Una sequenza OmpT knockout mutata adatta è 

mostrata in SEQ ID NO: 24. In alternativa o in aggiunta, il codone di inizio può 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 l'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/o un gene mutato ptr e/o un 

gene OmpT mutato, sono mutati in modo da comprendere uno o più 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 più 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 può quindi essere analizzato mediante elettroforesi su gel di agarosio prima e 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 l'uno o più 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 e SEQ ID NO: 18 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 

può   quindi   essere   incubato   con   l'enzima   di   restrizione   Ase   I   e   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 e 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 può 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 può 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 più siti di restrizione possono essere introdotti da qualsiasi mutazione adatta includendo una o più 



-         - 

Jacopo de Benedetti 
USBM-043R B 

 

34

mutazioni di delezione, inserzioni, mutazioni puntiformi, missenso, nonsenso e di spostamento del modulo di 

lettura. Un sito di restrizione può essere introdotto dalla mutazione del codone di inizio e/o per introdurre uno o 

più codoni di stop, come descritto sopra. Questa forma di realizzazione è vantaggiosa perché il sito del marcatore 

di restrizione è un marcatore diretto e unico delle mutazioni knockout introdotte. 

Può essere inserito un sito di restrizione marcatore che comprende un codone di arresto nel modulo di lettura, 

come un sito di restrizione Ase I. Ciò è 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 è 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 può essere inserito dalla mutazione del codone di inizio e opzionalmente una o 

più ulteriori mutazioni puntiformi. In questa forma di realizzazione il sito di restrizione marcatore è 

preferibilmente un sito di restrizione EcoRI. Questo è 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 è 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 è 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 più 

siti di restrizione possono essere introdotti da qualsiasi mutazione adatta incluse una o più 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 può essere utilizzato come marcatore di selezione. 

Nel gene DegP del gene spr, un sito di restrizione marcatore può essere introdotto usando cambiamenti silenti 
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nei codoni. Per esempio, un sito di Ase I può essere usato come sito di restrizione marcatore silente, in cui il 

codone di stop TAA è 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 attività proteasica ridotta, possono essere introdotti uno o più siti di 

restrizione marcatori usando cambiamenti silenti nei codoni. 

La cellula batterica gram-negativa ricombinante secondo la presente invenzione può 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 e 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 e a 

temperature sensitive pSC101 replicon, Blomfield I. C. et al., Molecular Microbiology 1991, 5(6), 1447-1457) e 

Ried et al. (An nptI-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 è 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 più 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 e FkpA ridotto, Skp o una combinazione di FkpA e Skp. 

Una forma di realizzazione la linea cellulare secondo la presente descrizione è costituita da un gene Tsp mutato e 

un gene spr mutato, e un gene FkpA. 

In una forma di realizzazione la linea cellulare secondo la presente descrizione è 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 è 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 più 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 o un suo frammento legante. 

In una forma di realizzazione la sequenza polinucleotidica codificante l'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 può 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, può 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   è   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 l'antigene specifico per FcRn umano. Il 

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

Il vettore multicistronico può essere prodotto mediante un metodo di clonazione vantaggioso che consente la 

clonazione sequenziale ripetuta di sequenze di polinucleotidi in un vettore. Il metodo utilizza estremità coesive 

compatibili di una coppia di siti di restrizione, come le estremità "AT" dei siti di restrizione Ase I e Nde I. Una 

sequenza polinucleotidica comprendente una sequenza codificante e avente estremità coesive compatibili, come 

un frammento AseI-NdeI, può 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 NdeI, 

che può quindi essere usato per inserire un'ulteriore sequenza polinucleotidica comprendente estremità coesive 

compatibili. Il processo può quindi essere ripetuto per inserire ulteriori sequenze. Ciascuna sequenza 

polinucleotidica inserita nel vettore comprende una sequenza non codificante 3' al codone di arresto che può 

comprendere un sito Ssp I per lo screening, una sequenza di legame del ribosoma Shine Dalgarno, un 

distanziatore ricco in A e un sito NdeI 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 è mostrata in Figura 7d. 

La cella secondo la presente invenzione preferibilmente comprende un vettore di espressione come sopra 

definito. è qui ulteriormente divulgato un esempio in cui la cellula esprime anche una o più ulteriori proteine 

come segue: una o più proteine in grado di facilitare il ripiegamento di proteine, come, skp, SurA, PPiA e PPiD; 

e, opzionalmente una o più proteine in grado di facilitare la secrezione proteica o la traslocazione, come SecY, 

SecE, SecG, SecYEG, SecA, SecB, FtsY e Lep; l'una o più ulteriori proteine possono essere espresse da uno o 

più polinucleotidi inseriti nello stesso vettore della sequenza polinucleotidica codificante  FkpA e/o della 

sequenza polinucleotidica codificante l'anticorpo. In alternativa gli uno o più polinucleotidi possono essere 

inseriti in vettori separati. 

Il vettore di espressione può essere prodotto inserendo una o più cassette di espressione come definite sopra in 

un vettore adatto. Alternativamente, le sequenze di regolazione dell'espressione per dirigere l'espressione della 
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sequenza polinucleotidica possono essere contenute nel vettore di espressione e quindi può 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 l'anticorpo è 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 e la scelta del vettore appropriato può 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 l'invenzione includono: 

• un plasmide, come pBR322 o 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) e 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 è inserito, il relativo promotore può 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 è 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 più 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 l'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 può essere promotori inducibili 

indipendentemente. 

I promotori per l'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 può essere rimosso dal DNA 

di origine batterica mediante digestione con enzimi di restrizione e inserito nel vettore contenente il DNA 

desiderato. 

Il 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 WO03/048208 o WO2007/039714 (il cui 

contenuto è 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 è rrnB. 

Ulteriori regolatori trascrizionali adatti inclusi promotori e terminatori e 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 più cellule ospite selezionate, 

preferibilmente di replicarsi indipendentemente dal cromosoma ospite. Tali sequenze sono ben note per una 

varietà 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 può 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 è indirizzata al periplasma. 

Il polinucleotide codificante l'anticorpo può 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 è 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 è 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 e una sequenza polinucleotidica codificante una catena leggera dell'anticorpo, ciascun 

polinucleotide può comprendere una sequenza segnale, come OmpA. 

La costruzione di vettori adatti contenenti uno o più 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 può inoltre comprendere una sequenza polinucleotidica codificante una 

proteina di interesse. La sequenza polinucleotidica codificante la proteina di interesse può essere esogena o 

endogena. La sequenza polinucleotidica codificante la proteina di interesse può essere integrata nel cromosoma 

dell'ospite o può 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 può essere una proteina endogena 

espressa da un gene endogeno nella cellula ospite. 

Come qui usato, un "polipeptide ricombinante" si riferisce a una proteina che è costruita o prodotta usando la 

tecnologia del DNA ricombinante. La proteina di interesse può essere una sequenza esogena identica a una 

proteina endogena o una sua versione mutata, ad esempio con attività biologica attenuata, o suo frammento, 

espressa da un vettore esogeno. In alternativa, la proteina di interesse può essere una proteina eterologa, 

normalmente non espressa dalla cellula ospite. 

La proteina di interesse può 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 è 

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'affinità all'epitopo. 

In una forma di realizzazione la proteina di interesse è utile nel trattamento di malattie o disturbi tra cui disturbi 

immunologici e/o malattie autoimmuni. 

In una forma di realizzazione la malattia autoimmune è 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 e 

neuronali, malattia di Balo, malattia di Behçet, 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 infiammatorio 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, autoimmunità 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 è selezionato da polineuropatia demielinizzante 

infiammatoria 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 è selezionato tra porpora trombocitopenica 

idiopatica (ITP), porpora trombotica trombocitopenica (TTP), anemia emolitica tiepida idiopatica, sindrome di 

Goodpasture, e mancata corrispondenza tra donatore e trapianto a causa di anticorpi anti-HLA. 

In una forma di elaborazione la malattia è 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 è 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 può essere un polipeptide proteoliticamente sensibile, cioè proteine che sono inclini ad essere 

tagliate, suscettibili di taglio, o tagliate da uno o più batteri gram-negativi, come E. coli, proteasi, sia nello stato 

nativo che durante la secrezione. In una forma di realizzazione la proteina di interesse è proteoliticamente 

sensibile a una proteasi selezionata tra DegP, Proteasi III e Tsp. In una forma di realizzazione la proteina di 

interesse è proteoliticamente sensibile alla proteasi Tsp. In una forma di realizzazione la proteina di interesse è 

proteoliticamente sensibile alle proteasi DegP e Proteasi III. In una forma di realizzazione la proteina di interesse 

è proteoliticamente sensibile alle proteasi DegP e Tsp. In una forma di realizzazione la proteina di interesse è 

proteoliticamente sensibile alle proteasi Tsp e Proteasi III. In una forma di realizzazione la proteina di interesse è 

proteoliticamente sensibile alle proteasi DegP, Proteasi III e Tsp. 

Preferibilmente la proteina è un polipeptide eucariotico. 

a proteina di interesse espressa dalle cellule secondo l'invenzione può, 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 può essere di qualsiasi specie, ma è preferibilmente derivato da un anticorpo 

monoclonale, un anticorpo umano o un frammento umanizzato. L'anticorpo può essere derivato da qualsiasi 

classe (ad esempio IgG, IgE, IgM, IgD o IgA) o sottoclasse di molecole di immunoglobuline e può 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 più di una specie, ad esempio i frammenti di 

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

L'anticorpo può 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 specificità, come Fab-dAb o Fab-Fv, come descritto in WO2009/040562 e WO2010/035012. 

In una forma di realizzazione la proteina è un Fab'. 

L'anticorpo può essere specifico per qualsiasi antigene bersaglio. L'antigene può 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 può 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 β1 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 (OX40), ICOS, BCMP7, CD137, 

CD27L, CDCP1, CSF1 o Recettore CSF1, DPCR1, DPCR1, dudulina2 , FLJ20584, FLJ40787, HEK2, 

KIAA0634, KIAA0659, KIAA1246, KIAA1455, LTBP2, LTK, MAL2, MRP2, tipo-nettina2, NKCC1, PTK7, 

RAIG1, TCAM1, SC6, BCMP101, BCMP84, BCMP11, DTD, antigene carcinoembrionale (CEA) , globulina di 

grasso di latte umano (HMFG1 e 2), antigeni MHC di classe I e MHC di classe II, KDR e VEGF, 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 α, l’interferone β o 

l’interferone γ, il fattore di necrosi tumorale TNF (precedentemente noto come fattore di necrosi tumorale- α), 

fattore di necrosi tumorale-β, fattori stimolanti la colonia come G-CSF o GM-CSF, e fattori di crescita derivati 

da piastrine come PDGF-α, e PDGF-β 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 l’antigene è 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) può essere usato per 

produrre anticorpi che riconoscono specificamente FcRn. Il polipeptide può essere il polipeptide "maturo" o un 

suo frammento o derivato biologicamente attivo. La proteina umana è registrata in Swiss-Prot con il numero 

P55899. In una forma di realizzazione l'immunogeno è la catena alfa FcRn o un suo frammento. 

I polipeptidi, per l'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 può in alcuni casi essere parte di una proteina più grande come una proteina di fusione, ad esempio fuso 

con un tag di affinità. 

Si possono ottenere anticorpi generati contro il polipeptide FcRn, quando è necessaria l'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 più adatti. 

In una forma di realizzazione, l'anticorpo può essere usato per alterare funzionalmente l'attività dell'antigene di 

interesse. Ad esempio, l'anticorpo può neutralizzare, antagonizzare o agonizzare l'attività 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 attività proteasica ridotta o è 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 l'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 e 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 e 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-H1, 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, l'anticorpo umanizzato secondo la presente invenzione ha un dominio variabile comprendente 

regioni di struttura di accettori umani nonché uno o più dei CDR qui forniti specificamente. Pertanto, in una 

forma di realizzazione è 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 e 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 entità 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 e relativi 

frammenti) proteine biologicamente attive, ad esempio enzimi, altro anticorpo o frammenti di anticorpo, 

polimeri sintetici o presenti in natura, acidi nucleici e loro frammenti ad esempio DNA, RNA e 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 può essere attaccata all'anticorpo o suo frammento con qualsiasi metodo adatto, per esempio un 

frammento di anticorpo può essere modificato per attaccare almeno una molecola effettrice come descritto in 

WO05/003171 o WO05/003170 (il cui contenuto è qui incorporato da riferimento). WO05/003171 o 

WO05/003170 descrivono anche opportune molecole effettrici. 

In una forma di realizzazione l'anticorpo o il suo frammento, come un Fab, è PEGilato per generare un prodotto 

con le proprietà richieste, ad esempio simili a tutti gli anticorpi, se necessario. Ad esempio, l'anticorpo può 

essere un anti-TNF-α Fab’  PEGilato, come descritto in WO 01/094585, preferibilmente collegato a uno dei 

residui di cisteina all'estremità 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) è circa 40.000Da, più preferibilmente il gruppo derivato da lisil-maleimmide è [1-

[[[2-[[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 è coniugato con una molecola di 

albumina di siero umano o una molecola di amido. 

La cellula può anche comprendere ulteriori sequenze di polinucleotidi che codificano una o più proteine di 

interesse. 
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Inoltre sono qui descritte cellule in cui una o più 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 pI of the chromosomally encoded PhoS/PstS protein", 

Protein Expression e Purification 37 (2004) 109-118 e WO04/035792 (il cui contenuto è 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 proprietà fisiche di proteine di E. coli 

selezionate in modo che non siano più co-purificante con l'anticorpo ricombinante. Preferibilmente, la proteina 

E.coli che viene alterata è scelta tra una o più 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 proprietà fisica di una proteina ospite contaminante è alterata mediante l'aggiunta di un tag 

amminoacidico al C-terminale o al N-terminale. In una forma di realizzazione preferita, la proprietà fisica che è 

alterata è il punto isoelettrico e il tag amminoacidico è un tag di acido poli-aspartico attaccato al C-terminale. In 

una forma di realizzazione le proteine di  E.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) è ridotto da 7,2 

a 5,1 mediante l'aggiunta di un tag di acido poliaspartico (polyD), contenente 6 residui di acido aspartico al 

terminale C. 

È anche descritta la modifica di specifici residui della proteina E. coli contaminante per alterarne le proprietà 

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 

l’idrofobicità. 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 pI 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 

prossimità 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'estremità 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 pI 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 l'aminoacido nella proteina selvatica. Il numero si riferisce alla posizione 

dell'amminoacido in cui è effettuata la sostituzione dell'amminoacido, e la seconda lettera designa l'amminoacido 

usato per sostituire l'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 può essere sostituita con l'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. Più preferibilmente, tutte 

le mutazioni sono combinate con il tag di acido poliaspartico (polyD) attaccato al C-terminale e opzionalmente 

anche con la sostituzione K318D. In un ulteriore esempio, le mutazioni determinano una riduzione del pI di 

almeno 2 unità. 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 è 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 può 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 è 

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 è 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   più   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, è impiegata una cassetta di espressione nella presente invenzione per trasportare il 

polinucleotide codificante per la proteina di interesse che tipicamente comprende una o più sequenze codificanti 

proteine, che codificano una o più proteine di interesse e una o più sequenze di regolazione dell’espressione. Le 

una o più sequenze di regolazione dell’espressione possono includere un promotore. Le una o più 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 più delle cassette di espressione come sopra definite. 

Nella   forma   di   realizzazione   in   cui   la   proteina   di   interesse   è   un   anticorpo   comprendente 

entrambe   le   catene   pesanti   e   leggere,   la   linea   cellulare   può   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, può essere usato un vettore singolo, il vettore includendo 

sequenze che codificano polipeptidi a catena leggera e catena pesante. 

Il vettore per l'uso nella presente invenzione può 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 può 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   pACYC184,   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 è inserito, il relativo promotore può 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 è 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 più promotori impiegati possono essere promotori inducibili. 

Le unità di espressione per l'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 l’anticorpo o 

un suo frammento che lega l’antigene come descritto in WO03/048208 o WO2007/039714 (il cui contenuto è 

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 è rrnB. 

Ulteriori regolatori trascrizionali adatti inclusi promotori e terminatori e 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 può 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 è 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 l’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 è descritta in dettaglio sopra. 

Quando il polinucleotide codificante la proteina di interesse è esogeno, il polinucleotide può essere incorporato 

nella cellula ospite usando qualsiasi mezzo adatto noto nella tecnica. Tipicamente, il polinucleotide è incorporato 

come   parte    di    un    vettore   di    espressione   che    viene    trasformato   nella    cella.   Di   conseguenza,   

in un   aspetto   la   cellula    secondo    la    presente    invenzione    comprende   una   cassetta    di    espressione 

comprendente il polinucleotide codificante la proteina di interesse. 

La sequenza polinucleotidica può essere trasformata in una cellula usando tecniche standard, ad esempio 

impiegando cloruro di rubidio, PEG o elettroporazione.  

Come ulteriormente descritto qui, il metodo può 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 più marcatori di selezione. Di conseguenza, la 

trasformazione del polinucleotide codificante per la proteina di interesse e gli uno o più polinucleotidi codificanti 

per    il    marcatore    avviene    insieme    e    il    sistema    di     selezione    può     essere    impiegato    per 

selezionare quelle cellule che producono le proteine desiderate. 

Le cellule in grado di esprimere gli uno o più marcatori sono in grado di sopravvivere/crescere/moltiplicarsi in 
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determinate condizioni artificialmente imposte, ad esempio l'aggiunta di una tossina o di un antibiotico, grazie 

alle proprietà 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 più marcatori non sono in 

grado di sopravvivere/crescere/moltiplicarsi nelle condizioni imposte artificialmente. Le condizioni imposte 

artificialmente possono essere scelte per essere più o meno vigorose, come richiesto. 

Qualsiasi sistema di selezione adatto può essere impiegato nella presente invenzione. In genere il sistema di 

selezione può essere basato sull'inclusione nel vettore di uno o più 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 così la proteina di interesse. 

Può 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. 

Può essere usato qualsiasi terreno adatto per coltivare la cellula trasformata. Il terreno può essere adattato per 

uno specifico sistema di selezione, ad esempio il terreno può 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 necessità. 

Il metodo può inoltre comprendere uno o più passaggi per estrarre e purificare la proteina di interesse come 

richiesto. 

Il polipeptide può essere recuperato dal ceppo, incluso dal citoplasma, dal periplasma, dal sovranatante. 

In una forma di realizzazione l’anticorpo è isolato dal periplasma. 

In   una   forma   di     realizzazione     la      velocità      di       alimentazione     post    induzione    è    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 



-         - 

Jacopo de Benedetti 
USBM-043R B 

 

55

includono il frazionamento su colonne di immuno-affinità 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   e   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 modalità mista, His -tag, 

FLAGTag, cromatografia su idrossiapatite, elettroforesi su gel, dialisi, cromatografia per affinità, 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 può anche includere un'ulteriore fase di misurazione della quantità di espressione della proteina di 

interesse e selezione di cellule con livelli di espressione elevati della proteina di interesse. 

Il metodo può anche includere una o più fasi successive di trattamento a valle come la PEGilazione della 

proteina di interesse, quale un anticorpo o frammento di anticorpo. 

Una o più 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 è 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 MXE017 è fornita in WO2011/086136. 

Generazione di plasmidi per l’espressione anti-FcRn Fab'  e 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', è 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 lac. 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 NdeI 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, è stato fuso all'estremità 5 ' di entrambe le sequenze dei 

geni della catena leggera e della catena pesante. La trascrizione è stata terminata utilizzando un terminatore di 

trascrizione doppio rrnB t1t2. Il gene lacIq codificava la proteina repressore Lac I costitutivamente espressa. 

Questo ha represso la trascrizione dal promotore tac fino a quando la de-repressione è 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 l'anti-FcRn Fab e FkpA (un polipeptide 

periplasmico), è stato costruito legando FkpA al termine 3' della sequenza Fab' di pTTOD 1519.g57 Fab’ usando 

i siti EcoRI e NdeI (vedere Figura 7d). L'FkpA (SEQ ID NO: 30) è stato costruito sinteticamente per rimuovere 2 

siti Puv II, un sito SfuI, 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 NdeI non codificante. Il frammento di restrizione EcoRI-NdeI è 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 l'anti-FcRn Fab e Skp (un polipeptide 

periplasmatico), è stato costruito legando skp al termine 3' della sequenza Fab del plasmide pTTOD 1519.g57 

Fab' usando i siti EcoRI e NdeI. Lo skp (SEQ ID NO: 34) è stato costruito sinteticamente per rimuovere 4 siti Pst 

I e 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   NdeI   non   codificante.   Il   frammento   di   restrizione   EcoRI-NdeI   è   stato digerito 

e   ligato   nel   vettore   di   espressione   in   modo   tale   che tutti   e tre i polipeptidi: 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), è stato costruito legando Skp nel plasmide pTTOD 1519.g57 Fab' FkpA, al 

termine 3' della Sequenza FkpA usando il sito NdeI. Lo Skp (SEQ ID NO: 34) è 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 NdeI non codificante. Il frammento di restrizione AseI-NdeI è 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, MXE012 (E. coli W3110 spr H145A), MXE016 (E. coliW3110 ΔTsp, 

spr C94A) e MXE017 (E. coli W3110 ΔTsp, spr H145A). I ceppi di E. coli W3110, MXE012, MXE016 e 

MXE017 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 è 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 l'espressione di Fab’ :  

Terreno di crescita, fasi di inoculo e fermentazione. Il processo di fermentazione è 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 densità in modalità batch e fed-batch. Quando è stata raggiunta la densità 

cellulare desiderata, l'espressione di Fab’ è stata indotta mediante l'aggiunta di IPTG. L'espressione di Fab' è 

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 è stata 

determinata misurando la densità ottica delle colture a 600 nm. 

Estrazione periplasmatica. Le cellule sono state raccolte da campioni di colture mediante centrifugazione. La 

frazione sovranatante è stata mantenuta (a -20 ° C) per ulteriori analisi. La frazione di pellet cellulare è stata 

risospesa al volume di coltura originale in tampone di estrazione (100 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 7,4). 

Dopo incubazione a 60°C per circa 10-12 ore, l'estratto è stato chiarificato mediante centrifugazione e la frazione 

di sovranatante è 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) è stata caricata con l’analita (pH circa neutro, 30°C, 0,2 μm filtrata) a 2 ml/min, la 
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colonna è stata lavata con fosfato 20 mM, 50 mM NaCl pH 7,4 e quindi Fab' è stato eluito utilizzando 

un'iniezione di 50 mM di glicina / HCl a pH 2,7. Il Fab’ è 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 5L effettuate con varie combinazioni di cellule ospite 

e "chaperone". W3110 è un ceppo selvatico di E coli . le varie combinazioni erano: selvatico senza chaperone, 

selvatico con FkpA e Skp, MXE016 mutante spr e Δ Tsp pubblicati in WO2011/086136, MXE016 e FkpA, 

MXE016 e Skp, MXE016 e FkpA e Skp, MXE017 rivelati in WO2011/086136, MXE017 e FkpA e Skp. 

I risultati mostrano che MXE016, MXE016 e FkpA, MXE016 e FkpA e Skp, e MXE017 e FkpA e Skp 

presentavano i migliori livelli di espressione. 

Esempio 3: Effetto della velocità di alimentazione post induzione 

L'effetto di tre diverse velocità di alimentazione post induzione 5,4, 6,0 e 7,0g/ora è stato saggiato su MXE016 e 

MXE016 + FkpA. 

Terreno di crescita, fasi di inoculo e fermentazione. Il processo di fermentazione è 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 densità in modalità batch e fed-batch. Quando è stata raggiunta la densità 

cellulare desiderata, l'espressione di Fab’ è stata indotta dall'aggiunta di IPTG. L'espressione di Fab’ è indirizzata 

allo spazio periplasmatico di E. coli, dove Fab' si accumula durante il corso della fase di induzione. È stata 

applicata un’alimentazione di fonte di carbonio durante la fase di induzione per controllare l’espressione e la 

crescita delle cellule, in questo esperimento la velocità 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 MXE016 trasformato con plasmidi che non esprimono chaperone o FkpA. La 

figura mostra l'effetto di aumento della velocità 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 velocità di alimentazione è aumentata 

senza l'espressione FkpA,   il Fab’   prodotto   in   eccesso   è   perso   nel   sovranatante.   Questo avviene con 

l'espressione di FkpA in cui il Fab' supplementare prodotto a velocità di alimentazione più elevate è trattenuto 

all'interno del periplasma risultando in un titolo più alto. 

Esempio 4: Analisi della resa e della vitalità cellulare 

Le figure 3A e B mostrano l'effetto sulla vitalità cellulare e il titolo di Fab' in MXE016 trasformato con plasmidi 

che non esprimono chaperone o FkpA in scala 20L. La Figura 3A mostra che la vitalità cellulare è inferiore dove 

non è presente FkpA. 3b mostra che i titoli di Fab' erano più alti e meno variabili per MXE016 + FkpA. 

La Figura 4 mostra che il titolo più alto con MXE016 + FkpA risulta nel 30% in più 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 MXE016 con espressione FkpA.  

I campioni sono stati caricati in base alla concentrazione di Fab’ con 1 µg 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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<210> 3 
<211> 2048 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> gene mutato knockout Tsp  
<400> 3  
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<210> 4 
<211> 2889 
<212> DNA 
<213> Escherichia coli 
<400> 4  
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<210> 5 
<211> 962 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 
<400> 5  
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<210> 6 
<211> 2889 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> gene mutato knockout Proteasi III  
<400> 6  

 



-         - 

Jacopo de Benedetti 
USBM-043R B 

 

73

 

 
<210> 7 
<211> 1425 
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<212> DNA 
<213> Escherichia coli 
<400> 7  

 
<210> 8 
<211> 474 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 
<400> 8  
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<210> 9 
<211> 1425 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> DegP mutato 
<400> 9  
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<210> 10 
<211> 474 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> DegP mutato 
<400> 10  
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<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 I 
<400> 11 
ctgcctgcga ttttcgccgg aacg   24 
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<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 I 
<400> 12 
cgcatggtac gtgccacgat atcc   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 I 
<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 I 
<400> 14 
gggaaaggcg gcggaaccgc 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 I 
<400> 15 
ctactgtgcc agcggtggta 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 I 
<400> 16 
gcatcataat tttcttttta cctc   24 
<210> 17 
<211> 564 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> gene spr selvatico 
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<400> 17  

 
<210> 18 
<211> 188 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 
<400> 18  
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<210> 19 
<211> 162 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 
<400> 19  
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<210> 20 
<211> 954 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> sequenza nucleotidica di una sequenza mutata OmpT comprendente le mutazioni D210A e 
H212A  
<400> 20  

 
<210> 21 
<211> 317 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> sequenza OmpT mutata comprendente le mutazioni D210A e H212A  
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<400> 21  
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<210> 22 
<211> 954 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> sequenza mutata knockout OmpT  
<400> 22  

 
<210> 23 
<211> 45 
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<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 l’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 l’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 l’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 l’espressione di Fab 
in E. coli  
 
<400> 27 
aagctttaat agaggagagt gttgacgagg attatataat gaagaaa   47 
<210> 28 
<211> 810 
<212> DNA 
<213> Escherichia coli 
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<400> 28  

 
<210> 29 
<211> 270 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 
<400> 29  
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<210> 30 
<211> 828 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> gene FkpA con tag 
<400> 30  
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<210> 31 
<211> 276 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> FkpA con his tag 
<400> 31  
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<210> 32 
<211> 486 
<212> DNA 
<213> Escherichia coli 
<400> 32  
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<210> 33 
<211> 161 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 
<400> 33  

 
<210> 34 
<211> 501 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> skp con his tag 
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<400> 34  

 
<210> 35 
<211> 167 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> skp con his tag 
<400> 35  
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<210> 36 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> CA170 1519 Ab CDRH1 
<400> 36  

 
<210> 37 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> CA170_1519 Ab CDRH2 
<400> 37  

 
<210> 38 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> CA170_1519 Ab CDRH3 
<400> 38  

 
<210> 39 
<211> 16 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> CA170_1519 Ab CDRL1 
<400> 39  

 
<210> 40 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> CA170_1519 Ab CDRL2 
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<400> 40  

 
<210> 41 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> CA170_1519 Ab CDRL3 
<400> 41  

 
<210> 42 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> regione Ab 1519 VL di ratto 
<400> 42  

 
 

 
<210> 43 
<211> 336 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> regione Ab 1519 VL di ratto 
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<400> 43  

 
<210> 44 
<211> 132 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> regione Ab 1519 VL di ratto 
<400> 44  

 
 

 
<210> 45 
<211> 396 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
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<220> 
<223> regione Ab 1519 VL di ratto 
<400> 45  

 
<210> 46 
<211> 116 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> regione Ab 1519 VH di ratto 
<400> 46  

 
 

 
<210> 47 
<211> 348 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> regione Ab 1519 VH di ratto 
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<400> 47  

 
<210> 48 
<211> 135 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> regione Ab 1519 VH di ratto 
<400> 48  

 
 

 
<210> 49 
<211> 405 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
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<220> 
<223> regione Ab 1519 VH di ratto 
<400> 49  

 
<210> 50 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> regione 1519 gL20 V 
<400> 50  

 
 

 
<210> 51 
<211> 336 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> regione 1519 gL20 V 
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<400> 51  

 
<210> 52 
<211> 133 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> regione 1519 gL20 V 
<400> 52  

 
 

 
<210> 53 
<211> 399 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
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<220> 
<223> regione 1519 gL20 V 
<400> 53  

 
<210> 54 
<211> 219 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena leggera 1519 gL20 (V + costante) 
<400> 54  
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<210> 55 
<211> 657 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena leggera 1519 gL20 (V + costante) 
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<400> 55  

 
<210> 56 
<211> 240 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena leggera 1519 gL20  
<400> 56  
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<210> 57 
<211> 720 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena leggera 1519 gL20  
<400> 57  

 
<210> 58 
<211> 116 
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<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> regione 1519 gH20 V  
<400> 58  

 
<210> 59 
<211> 348 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> regione 1519 gH20 V 
<400> 59  

 
<210> 60 
<211> 137 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
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<220> 
<223> regione 1519 gH20 V 
<400> 60  

 
<210> 61 
<211> 411 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> regione 1519 gH20 V 
<400> 61  
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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  
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<210> 63 
<211> 684 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena pesante 1519gH20 Fab' (V + gamma umano-1 CH1 + hinge) 
<400> 63  

 
<210> 64 
<211> 249 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena pesante 1519 gH20 Fab'  
<400> 64  
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<210> 65 
<211> 747 
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<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena pesante 1519 gH20 Fab'  
<400> 65  

 
<210> 66 
<211> 444 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena pesante 1519gH20 IgG4 (V + gamma umano-4P costante) 
<400> 66  
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<210> 67 
<211> 1939 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena pesante 1519gH20 IgG4 (V + gamma umano-4P costante, esoni) 
<400> 67  
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<210> 68 
<211> 347 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena leggera 1519gL20 FabFv 
<400> 68  
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<210> 69 
<211> 1041 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena leggera 1519gL20 FabFv 
<400> 69  

 
<210> 70 
<211> 367 
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<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena leggera 1519gL20 FabFv 
<400> 70  
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<210> 71 
<211> 1101 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena leggera 1519gL20 FabFv 
<400> 71  
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<210> 72 
<211> 357 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena pesante 1519gH20 FabFv  
<400> 72  
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<210> 73 
<211> 1071 
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<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena pesante 1519gH20 FabFv   
<400> 73  

 
<210> 74 
<211> 376 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> catena pesante 1519gH20 FabFv  
<400> 74  
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<210> 75 
<211> 22 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> Tsp 5' selvatico 
<400> 75  

 
<210> 76 
<211> 66 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> Tsp 5' selvatico 
<400> 76  

 
<210> 77 
<211> 19 
<212> PRT 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> frammento mutato Tsp 5'  
<400> 77  
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<210> 78 
<211> 66 
<212> DNA 
<213> Sequenza Artificiale 
<220> 
<223> frammento mutato Tsp 5'  
<400> 78  

 
<210> 79 
<211> 20 
<212> PRT 
<213> Artificiale 
<220> 
<223> delta ptr (proteasi III) 5' mutata 
<400> 79  

 
<210> 80 
<211> 66 
<212> DNA 
<213> Artificiale 
<220> 
<223> delta ptr (proteasi III) 5' mutata 
<400> 80  

 
<210> 81 
<211> 21 
<212> PRT 
<213> Artificiale 
<220> 
<223> ptr (proteasi III) 5' selvatica 
<400> 81  

 
<210> 82 
<211> 66 
<212> DNA 
<213> Artificiale 
<220> 
<223> ptr (proteasi III) 5' selvatica 
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<400> 82  
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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 più degli amminoacidi selezionati 

tra  D133, H145, H157, N31, R62, 170, Q73, C94, S95, V98, Q99, R100, L108, Y115, V135, L136, G140, R144 

e G147 e 

b. un vettore di espressione comprendente un gene che esprime o sovraesprime una o più 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 attività 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 è isogenica rispetto 

a una cellula E. coli selvatica ad eccezione del gene mutato spr e della modifica necessaria a ridurre l’attività 

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 più 

mutazioni selezionate tra D133A, H145A, H157A, N31Y, R62C, I70T, Q73R, C94A, S95F, V98E, Q99P, 

R100G, L108S, Y115F, V135D, V135G, L136P, G140C, R144C e G147C. 

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

proteina spr avente le mutazioni C94 e H145A. 

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

spr avente una mutazione selezionata tra D133A, H145A e H157A. 

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 è 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 è 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 è FkpA. 

 9. Cellula secondo una qualsiasi rivendicazione precedente, in cui la cellula comprende ulteriormente uno o più 

dei seguenti geni mutati: 

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

b. un gene ptr mutato, in cui il gene ptr mutato codifica una proteina Proteasi III con attività proteasica ridotta o è 

un gene ptr mutato knockout; e 

c. un gene OmpT mutato, in cui il gene OmpT mutato codifica una proteina OmpT con attività proteasica ridotta 

o è 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 attività proteasica ridotta o è 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 più 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 più ulteriori 

mutazioni puntiformi. 

13. Cellula secondo la rivendicazione 12, in cui il gene Tsp mutato knockout comprende SEQ ID NO:3. 

14. Cellula secondo una qualsiasi rivendicazione precedente, in cui la cellula è E. coli. 

 15. Cellula secondo la rivendicazione 14 in cui il ceppo di E. coli è K12 o W3110. 

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 è 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 è recuperata dal periplasma e/o dal 

sovranatante. 
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