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@Resumen:

Uso de una mezcla de las proteinas GFP-Hadrurina,
GFP-gpl2 y GFP-Colicina-S4 (y procedimiento de
obtencidn de dichas proteinas) para la deteccion de
Escherichia coli en un liquido, por ejemplo: aguas de
consumo, bebidas embotelladas, homogeneizado
procedente de un alimento, aguas residuales
destinadas a consumo agricola y liquidos de la
industria lactea y conservera. La invencion también se
refiere a un procedimiento de deteccion de
Escherichia coli en un liquido que comprende: filtrar
dicho liquido a través de un filtro, afiadir las proteinas
GFP-Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina-S4 sobre
dicho filtro, detectar la sefial de fluorescencia emitida
por las moléculas fluorescentes presentes en el filtro y
cuantificar el nimero de células de E. coli presentes
en dicho liquido a partir del valor de fluorescencia
detectado en la etapa anterior.

55—




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2458015 Al

DESCRIPCION

Uso de las proteinas GFP-Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina-S4 para la deteccién de Escherichia coli y
procedimiento de deteccién

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion esta relacionada con la deteccion de contaminacién microbiolégica en tiempo real. En la
presente invencion, se detecta Escherichia coli utilizando proteinas con afinidad especifica para componentes de
la pared celular y/o membrana celular de E. coli. Estas proteinas son Hadrurina (procedente del alacran Hadrurus
aztecus), Colicina S4 (bacteriocina procedente de E. coli) y proteina de capside gpl2 (procedente del fago T4),
unidas a la proteina verde fluorescente GFP.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En el estado de la técnica se han utilizado con anterioridad diversos métodos para detectar la presencia de
Escherichia coli. Podemos citar entre otros la hibridacion de ADN, PCR o gRT-PCR, inmunoensayos, separacion
inmunomagnética, separacion inmune por flujo lateral y deteccion por nanoparticulas.

Los métodos previos del estado de la técnica presentan ciertos inconvenientes. Asi, por ejemplo, los métodos
basados en el uso de anticuerpos necesitan mantener las soluciones de anticuerpos refrigerados y en unas
condiciones Optimas de conservacién y conllevan normalmente mudltiples pasos de lavado. Otros métodos
requieren muchas copias de la molécula diana para dar una sefial medible por lo que es necesario amplificar
esta sefial.

La presente invencién propone un sistema alternativo de deteccién de E. coli, que permite detectar la presencia
de unas pocas células de E. coli en una muestra de agua, sin necesidad de amplificacion de la sefial.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Una realizacion de la invencion es el uso, en adelante uso de la invencion, de una mezcla de las proteinas GFP-
Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina-S4, identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 3, 6 y 9 respectivamente,
para la deteccién de Escherichia coli en un liquido.

La Hadrurina es un péptido antimicrobiano de 41 aminoéacidos de longitud, que forma parte del coctel quimico
presente en el veneno del alacrdn centroamericano Hadrurus aztecus, y que es capaz de unirse a la membrana
externa de E. coli.

La estructura tridimensional de este péptido es una hélice alfa corta, que fisicamente se intercala entre los
constituyentes de esta membrana externa, produciendo poros en la misma que desorganizan las envueltas
celulares y posteriormente causan la lisis de la célula bacteriana.

La union del fago T4 a E. coli se realiza mediante las espiculas o fibras cortas de la cola denominadas gp12. Los
receptores de gpl2 son los lipopolisacéaridos y las proteinas OmpC de E. coli.

La Colicina-S4 es un tipo de bacteriocina especifica para E.coli. Las bacteriocinas son sustancias de naturaleza
proteica que actian como bactericidas y son sintetizadas por algunas cepas bacterianas. EI mecanismo de
accion es diverso (bloqueos metabdlicos, cambios de permeabilidad en la membrana celular, dafio o degradacion
de DNA, etc.). La Colicina-S4 forma poros en la membrana citoplasmatica, rompiéndola por gradiente
electroquimico. Los receptores de esta bacteriocina son OmpW, F y Tol System.

Las tres proteinas quiméricas comprenden un dominio catalitico y un péptido de union especifico para una
proteina diana situada en la pared de E. coli.

En la presente invencion se entiende por “quimeras” o “proteinas quiméricas” a proteinas que comprenden
secuencias procedentes de diferentes organismos, y que han sido por tanto disefiadas, sintetizadas y aisladas
por los inventores.

Las tres quimeras son GFP-Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina S4. El uso de las tres quimeras consigue una
mayor union a la pared de E.coli y una mayor emision de fluorescencia.

Las tres proteinas quiméricas comprenden:
- Dominio catalitico: GFP
- Espaciador: Secuencia de 101 aminoé&cidos

- Péptido de union especifica a E. coli: Hadrurina, gp12 o Colicina S4
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Adicionalmente, dichas proteinas quiméricas contienen también una cola de histidinas, util para purificar en
columnas cromatograficas de Ni-sefarosa.

Como dominio catalitico se ha utilizado GFP (Proteina Verde Fluorescente). El gen de la GFP ha sido aislado de
la medusa Aequorea victoria y genera una proteina de 238 aminoacidos que adopta una conformacion
tridimensional de barril, capaz de emitir luz fluorescente (rango de absorcion-emisién: 395nm-508nm) una vez
excitada con un haz de luz ultravioleta. Su deteccion se realiza por medio de un equipo capaz de medir
fluorescencia.

Una realizacion es el uso de la invencion, donde dicho liquido se selecciona del grupo compuesto por aguas de
consumo, bebidas embotelladas, homogeneizado procedente de un alimento, aguas residuales destinadas a
consumo agricola, liquidos de la industria lactea y liquidos de la industria conservera.

Una realizacion de la invencién es un procedimiento de deteccién de Escherichia coli en un liquido, en adelante
procedimiento de deteccién de la invencion, que comprende las siguientes etapas:

(a) filtrar dicho liquido a través de un filtro,

(b) afiadir las proteinas GFP-Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina-S4, identificadas por las secuencias SEQ ID
NO: 3, 6 y 9 respectivamente, sobre dicho filtro,

(c) detectar la sefial de fluorescencia emitida por las moléculas fluorescentes presentes en el filtro y

(d) cuantificar el numero de células de E. coli presentes en dicho liquido a partir del valor de fluorescencia
detectado en la etapa anterior.

La filtracién de la etapa (a) se puede realizar utilizando un filtro de tamafio de poro 0,45 micras donde quedan
retenidos todos los microrganismos.

Después de la etapa (b) se puede realizar un lavado para que difundan las proteinas que no se hayan unido a la
pared de E.coli.

El procedimiento de deteccion de la invenciéon garantiza la posibilidad de detectar la presencia de una Unica
célula bacteriana de E. coli. Este procedimiento permite determinar si la muestra testada cumple con las
exigencias sanitarias recogidas en la legislacion vigente en tiempo real.

Una realizacién es el procedimiento de deteccion de la invencion, donde dicho liquido se selecciona del grupo
compuesto por aguas de consumo, bebidas embotelladas, homogeneizado procedente de un alimento, aguas
residuales destinadas a consumo agricola, liquidos de la industria lactea y liquidos de la industria conservera.

TEXTO LIBRE DE LA LISTA DE SECUENCIAS

A continuacion se aporta una traduccion al espafiol del texto libre que aparece en la lista de secuencias.
SEQ ID NO: 1. Quimera GFP-Hadrurina

SEQ ID NO: 2. Quimera GFP-Hadrurina con cola de His

1..7 Cola de His; 8..244 Proteina GFP; 245..344 Espaciador; 345..386 Hadrurina

SEQ ID NO: 3. Quimera GFP-Hadrurina sin cola de His

1..236 proteina GFP; 237..336 Espaciador; 337..379 Hadrurina

SEQ ID NO: 4. Quimera GFP-gp12

SEQ ID NO: 5. Quimera GFP-gp12 con cola de His

1..7 Cola de His; 8..244 Proteina GFP; 245..344 Espaciador; 345..386 Proteina del fago T4 gp12
SEQ ID NO: 6. Quimera GFP-gp12 sin cola de His

1..236 Proteina GFP; 237..336 Espaciador; 337..977 Proteina del fago T4 gp12

SEQ ID NO: 7. Quimera GFP-colicina-S4

SEQ ID NO: 8. Quimera GFP-colicina-S4 con cola de His

1..7 Cola de His; 8..244 Proteina GFP; 245..344 Espaciador; 345..843 Proteina del fago T4 gpl12

SEQ ID NO: 9. Quimera GFP-colicina-S4 sin cola de His
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1..236 Proteina GFP; 237..336 Espaciador; 337..836 Proteina del fago T4 gp12
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. La figura muestra el diagrama de bloques del sistema de medida utilizado para la deteccion de E.coli.
Una fuente de luz (1), constituida por dos LED UV de 308 nm, que excitan la proteina fluorescente que recubre
cada célula de E.coli, retenida en el filtro de papel (2). La fluorescencia emitida por la proteina es recogida por un
madulo fotosensor de tipo PMT (3), previamente filirada por el filtro éptico paso-banda centrado en 508 nm (4).
Todo ello va situado sobre un tubo de PVC (5). El resto de bloques son la fuente de alimentacién (6), el circuito
de medida (7) y el circuito de control (8). La eleccion del filtro 6ptico y del nimero de LEDs de excitacion se
escogi6 en base a la cantidad de luz reflejada por el filtro de papel y las dimensiones del tubo de PVC.

Figura 2. Esquema de la estructura del plasmido pNCF68. “GFP-gp12” en esta figura corresponde a la SEQ ID
NO: 4.

Figura 3. Esquema de la estructura del plasmido pNCF69. “GFPHD” en esta figura corresponde a la SEQ ID NO:
1.

Figura 4. Esquema de la estructura del plasmido pNCF72. “GFPS4” en esta figura corresponde a la SEQ ID NO:
7.

MODOS DE REALIZACION PREFERENTE

Ejemplo 1. Expresion y purificacion de las quimeras GFP-Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina S4.

Los genes sintéticos de las tres quimeras se clonaron en el vector plasmidico pMAS49 integrativo en
Streptomyces, especie utilizada como factoria microbiana para la produccion y aislamiento de las quimeras,
dando lugar a los plasmidos pNCF68 (GFP-gp12), pNCF69 (GFP-Hadrurina) y pNCF72 (GFP-Colicina-S4). En la
expresion de las quimeras se han utilizado las especies S. coelicolor y S. albus.

El plasmido pMAS49 es un vector replicativo en E. coli e integrativo en Streptomyces, de 6,5 kb, que contiene
como marcador de resistencia para ambas especies el gen de resistencia a apramicina aac(3)IV. El plasmido
pPMASA49 se integra de forma estable en el cromosoma de bacterias del género Streptomyces por el sitio attP
proveniente del fago ®C31. Este plasmido pMAS49 contiene como promotor Ppm, de alta eficiencia en
Streptomyces, derivado de un operdn ribosémico, y que esta flanqueado en su extremo 5 por las secuencias de
reconocimiento para las enzimas de restriccion Pstl, EcoRV, Xbal, Sphl, Spel, BamHI y Bglil.

El plasmido pNCF68 contiene, clonada en los sitios de restriccion Spel y BamHI la banda de 2,9 kb que codifica
la proteina quimera GFP-gp12. La Figura 2 muestra un esquema de la estructura del plasmido.

El plasmido pNCF69 contiene, clonada en los sitios de restriccion BamHI y Bglll la banda de 1,2 kb que codifica
la proteina quimera GFP-hadrurina. La Figura 3 muestra un esquema de la estructura del plasmido.

El plasmido pNCF72 contiene, clonada en los sitios de restriccion Pstl y Sphl, la banda de 2,5 kb que codifica la
proteina quimera GFP-colicina-S4. La Figura 4 muestra un esquema de la estructura del plasmido.

Se obtuvieron cultivos semipreparativos (250 ml) de las cepas que contienen los genes para las tres quimeras
integrados en su cromosoma, y estos cultivos se lisaron mediante French Press y se purificaron las tres
proteinas quiméricas (identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 2, 5 Y 8) mediante Fast protein liquid
chromatography (FPLC) utilizando columnas de His-Trap con niquel.

Ejemplo 2. Deteccion de E. coli en aguas destinadas al consumo humano.

Se filtr6 un volumen de 200 ml de agua a través de un filtro de 20 micras para retener solidos en suspension.
Después se paso el agua a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,45 micras de tamafio de poro donde
guedaran retenidos los microorganismos. A continuacion se afiadi6 1 ml del reactivo que contiene las tres
guimeras y se realiz6 un lavado. El reactivo contenia las tres quimeras a una concentracion 45 pg/ml en una
disolucion 5 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, pH 8.0.

Se han realizado ensayos con muestras de agua no contaminadas y contaminadas con E.coli a distintas
concentraciones. Se midié la fluorescencia emitida por las tres quimeras con un fluorimetro. El fluorimetro
transforma la sefial fisica recibida en una sefial eléctrica (0-5V). La diferencia de voltaje con respecto al blanco
indica la presencia de E. coli en la muestra.

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 1
Blanco [V] 10UFC Voltaje [V]
5,53 6,81 0,64
6,11 7,22 1,11
6,16 7,46 1,3
6,11 7,37 1,26
6,02 7,35 1,33
6,08 7,39 1,31
5,98 6,85 0,87
5,96 6,96 1
5,96 6,97 1,01
Promedio 1,09
Blanco [V] 1*10° UFC Voltaje [V]
6,01 6,66 0,65
6,15 8,33 2,18
6,1 8,18 2,08
6,01 7,86 1,85
6,17 7,7 1,53
6,01 7,7 1,76
5,92 7,31 1,39
6,16 7,27 1,11
6,16 7,68 1,52
6,1 7,66 1,56
Promedio 1,56

La media de todas las muestras analizadas de agua no contaminada (Blanco) es de 6.03(V).
La media de muestras con una cantidad de E.coli de 10 UFC (Unidades formadoras de colonias) es de 7,15 (V).
La media de muestras con una cantidad de E.coli de 1*10°® UFC es de 7,63 (V).

La figura 1 muestra un sistema utilizado para realizar la deteccion de E. coli segin el procedimiento de la
invencion. En la camara de deteccion se acopla un filtro de manera hermética. En el filtro quedan retenidas las
células de E. coli tras filtrar el agua y se unen las proteinas quiméricas que se detectan mediante técnicas de
fluorescencia. El equipo de deteccion de sefial esta compuesto por un fluorimetro y una lampara UV. El
fluorimetro se ha disefiado y construido para optimizar la sefial emitida y recibida de las quimeras, con un

espectro de absorcidon-emision de 395-510 nm.

Ejemplo 3. Deteccion de E. coli en alimentos.
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Se mezclaron 10 g de una muestra (un producto lacteo, concretamente yogur) con 190 g de Agua de Peptona
Tamponada con un homogenizador. La mezcla resultante se filtr6 a través de un filtro de 0,5 mm y luego a través
de otro de 20 micras para retener soélidos en suspensién. Después la mezcla se pasé a través de un filtro de
acetato de celulosa de 0,45 micras de tamafio de poro donde quedaron retenidos los microorganismos. A
continuacion se afiadi6 1 ml del reactivo que contiene las tres quimeras y se realiz6 un lavado. El reactivo
contenia las tres quimeras a una concentracion 45 pg/ml en una disolucién 5 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, pH 8.0.

Se midié la fluorescencia emitida por las tres quimeras con un fluorimetro.
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REIVINDICACIONES

Uso de una mezcla de las proteinas GFP-Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina-S4, identificadas por las
secuencias SEQ ID NO: 3, 6 y 9 respectivamente, para la deteccion de Escherichia coli en un liquido.

Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado por que dicho liquido se selecciona del grupo compuesto por
aguas de consumo, bebidas embotelladas, homogeneizado procedente de un alimento, aguas residuales
destinadas a consumo agricola, liquidos de la industria lactea y liquidos de la industria conservera.

Un procedimiento de deteccion de Escherichia coli en un liquido, caracterizado por que comprende las
siguientes etapas:

(a) filtrar dicho liquido a través de un filtro,

(b) afiadir las proteinas GFP-Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina-S4, identificadas por las secuencias SEQ
ID NO: 3, 6 y 9 respectivamente, sobre dicho filtro,

(c) detectar la sefial de fluorescencia emitida por las moléculas fluorescentes presentes en el filtro y

(d) cuantificar el niumero de células de E. coli presentes en dicho liquido a partir del valor de fluorescencia
detectado en la etapa anterior.

El procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado por que dicho liquido se selecciona del grupo
compuesto por aguas de consumo, bebidas embotelladas, homogeneizado procedente de un alimento,
aguas residuales destinadas a consumo agricola, liquidos de la industria lactea y liquidos de la industria
conservera.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> HIPSITEC, S. A.

<120> USO DE LAS PROTEINAS GFP-HADRURINA, GFP-gpl2 Y GFP-COLICINA-S4 PARA
LA DETECCION DE ESCHERICHIA COLI Y PROCEDIMIENTOS RELACIONADOS

<130> P3479/2012
<160> 9

<170> BiSSAP 1.0

<210> 1

<211> 1173

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<221>
<222>
<223>

source

1..1173

/mol_type="DNA"
/note="GFP-Hadrurine chimera"
/organism="Artificial Sequence"

<220>
<221>
<222>
<223>

CDS

7..1164

/transl_table=1
/translation="MHHHHHHSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLK
FICTTGKLPVPWPTLVTTFSYGVQCEFSRYPDHMKQHDEFFKSAMPEGYVQERTIFYKDDGNYKSRA
EVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKMEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGS
VQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMILLEFVTAAGITHGMDELYKEL
FLRSLODKYSNLHFHVPTPLDPHTHVKQIDKYDLSNLHFHLPGHKAPDNKGPYTPKKGDPPKGLD
TGKPTGHNQRGHYPLLNNPEATNAGKYEYWPSHMGILDTIKSIASKVWNSKTVQODLKRKGINWVA
NKLGVSPQAA"

<220>
<221>
<222>
<223>

CDS

28..1164

/transl_table=1
/translation="SKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGK
LPVPWPTLVTTEFSYGVQCEFSRYPDHMKQHDEFKSAMPEGYVQERTIFYKDDGNYKSRAEVKEFEGD
TLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKMEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHY
QONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMILLEFVTAAGITHGMDELYKELFLRSLQD
KYSNLHFHVPTPLDPHTHVKQIDKYDLSNLHFHLPGHKAPDNKGPYTPKKGDPPKGLDTGKPTGH
NOQRGHYPLLNNPEATNAGKYEYWPSHMGILDTIKSIASKVWNSKTVQODLKRKGINWVANKLGVSP
QAA"

<400> 1

tctagaatgc

cccatcctgg

ggcgagggcg

ctgcccgtcce

accaccacca

tcgagctgga

acgccaccta

cctggcccac

ccaccactcc

cggcgacgtc

cggcaagctg

cctcgtgacc

aagggcgagg
aacggccaca
accctcaagt

accttctcct

agctgttcac
agttctccgt
tcatctgcac

acggcgtgca

cggcgtcgtg
ctccggcgag
caccggcaag

gtgcttctcg

60

120

180

240


spastran
Texto escrito a máquina
LISTA DE SECUENCIAS


cggtaccccg
gtccaggagc
aagttcgagg
gacggcaaca
atggccgaca
gacggctccg
gtgctgctcc
gagaagcggyg
atggacgagc
cacttccacg
gacctgtcca
tacaccccga
aaccagcggg
gagtactggc
tggaactcca

ctgggcgtgt

<210> 2

<211> 386
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

accacatgaa
gcaccatctt
gcgacaccct
tcctgggceca
agcagaagaa
tccagctggce
cggacaacca
accacatgat
tgtacaagga
tcccecacccece
acctgcactt
agaagggcga
gccactaccc
cgagccatat
agaccgtgca

cccecgecagge

SOURCE
1..386
/mol_type="protein"
/note="[CDS]:7..1164 from SEQ ID NO 1"
/note="1..7 His tag;

6 Hadrurine”
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gcagcacgac
ctacaaggac
ggtgaaccgc
caagatggag
cggcatcaag
cgaccactac
ctacctgagc
cctgctcgag
gctgttcctc
gctggacccc
ccacctgccg
cccgeccaag
cctgctcaac
gggcatcctg

ggacctcaag

ggcgtgaaag

Artificial Sequence

ttcttcaagt
gacggcaact
atcgagctca
tacaactaca
gtgaacttca
cagcagaaca
acccagtccg
ttcgtcaccg
cgctcgectgce
cacacccacg
ggccacaagg
ggcctggaca
aacccggagg
gacaccatca
cgcaagggca

ctt

8..244 GFP protein;

ccgccatgcec
acaagagccg
agggcatcga
actcgcacaa
agatccgcca
ccccecgatcecgg
ccctcectcgaa
ccgccggeat
aggacaagta
tgaagcagat
cccccgacaa
ccggcaagcc
ccaccaacgc
agagcatcgc

tcaactgggt

245.

.344

/organism="Artificial Sequence"

<400> 2

Met
1

Val
Phe
Thr

Thr
65

His
Val
Ser
Leu

50
Leu

His
Pro
Val
35

Lys

Val

His His
5
Leu

His

Ile
20
Ser

Val

Gly Glu

Phe Ile Cys

Thr Thr Phe

70

His
Glu
Gly
Thr

55
Ser

Ser
Leu
Glu

40
Thr

Tyr

Lys
Asp

25
Gly
Gly

Gly

Gly
10

Gly
Asp
Lys

Val

Glu
Asp
Ala
Leu

Gln
75

Glu
Val
Thr
Pro

60
Cys

Leu
Asn
Tyr

45
Val

Phe

Phe
Gly

30
Gly

Pro

Ser

cgagggctac
ggcggaggte
cttcaaggaa
cgtctacatc
caacatcgag
cgacggcccg
ggacccgaac
cacccacggc
cagcaacctc
cgacaagtac
caagggcccc
caccggccac
gggcaagtac
gtccaaggtc

ggcgaacaaqg

Linker;

Thr
15
His

Gly
Lys
Lys Leu
Trp Pro

Arg Tyr

80

345.

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1173

.38



Pro
Gly
Lys
Ile
His
145
Asp
Ile
Pro
Thr
Ile
225
Glu
Asn
Lys
Gly
Asp
305
Arg
Lys
Ser

Arg

Ala
385

Asp
Tyr
Ser
Glu
130
Lys
Lys
Glu
Ile
Gln
210
Leu
Leu
Leu
Gln
His
290
Pro
Gly
Tyr
Ile
Lys

370
Ala

His
Val
Arg
115
Leu
Met
Gln
Asp
Gly
195
Ser
Leu
Tyr
His
Ile
275
Lys
Pro
His
Glu
Ala

355
Gly

Met
Gln
100
Ala
Lys
Glu
Lys
Gly
180
Asp
Ala
Glu
Lys
Phe
260
Asp
Ala
Lys
Tyr
Tyr
340

Ser

Ile

Lys
85

Glu
Glu
Gly
Tyr
Asn
165
Ser
Gly
Leu
Phe
Glu
245
His
Lys
Pro
Gly
Pro
325
Trp

Lys

Asn

ES 2458015 Al

Gln His Asp

Arg Thr Ile

Val Lys Phe

120

Asp Phe
135

Tyr Asn

Ile

Asn
150
Gly Ile Lys

Val Gln Leu
Pro Val Leu

200
Ser Lys Asp

Phe Phe

90

Phe Tyr
105

Glu Gly

Lys Glu

Ser His

Val

Ala

Asn

Lys
Lys
Asp
Asp
Asn

155
Phe

170
Asp His

185
Leu Pro

Pro Asn

Asp

Glu

215

Val Thr
230
Leu Phe

Val Pro

Tyr Asp

Asn
295
Asp

Asp
Leu

310
Leu Leu
Pro Ser

Val Trp

Trp Val
375

Ala
Leu
Thr
Leu
280
Lys
Thr
Asn
His
Asn

360
Ala

Ile
235
Leu

Ala Gly

Arg Ser

250

Pro Leu Asp
265

Ser Asn Leu

Gly Pro Tyr
Pro
315

Glu

Gly Lys
Pro

330
Gly Ile

Asn
Met

345
Ser Lys Thr

Asn Lys Leu

Ser
Asp
Thr
Gly
140
Val
Lys
Tyr
Asn
Lys
220
Thr
Gln
Pro
His
Thr
300
Thr
Ala
Leu

Val

Gly
380

Ala
Asp
Leu
125
Asn
Tyr
Ile
Gln
His
205
Arg
His
Asp
His
Phe
285
Pro
Gly
Thr
Asp
Gln

365
Val

Met
Gly
110
Val
Ile
Ile
Arg
Gln
190
Tyr
Asp
Gly
Lys
Thr
270
His
Lys
His
Asn
Thr
350

Asp

Ser

Pro

95
Asn
Asn
Leu
Met
His
175
Asn
Leu
His
Met
Tyr
255
His
Leu
Lys
Asn
Ala
335
Ile

Leu

Pro

Glu
Tyr
Arg
Gly
Ala
160
Asn
Thr
Ser
Met
Asp
240
Ser
Val
Pro
Gly
Gln
320
Gly
Lys

Lys

Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

3

379

PRT

Artificial Sequence

SOURCE

1..379

/mol_type="protein"

/note="[CDS]:28..1164 from SEQ ID NO 1"
/note="1..236 GFP protein; 237..336 Linker;
/organism="Artificial Sequence"

337..379 Hadrurine"

3

Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro Ile Leu Val Glu

1

5 10 15

Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly Glu Gly



Glu
Thr
Tyr
65

Asp
Ile
Phe
Phe
Asn
145
Lys
Leu
Leu
Asp
Ala
225
Leu
Thr
Leu
Lys
Thr
305
Asn
His
Asn

Ala

Gly
Gly
50

Gly
Phe
Phe
Glu
Lys
130
Ser
Val
Ala
Leu
Pro
210
Ala
Arg
Pro
Ser
Gly
290
Gly
Asn
Met

Ser

Asn
370

<210> 4

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>
<223>

Asp
35

Lys
Val
Phe
Tyr
Gly
115
Glu
His
Asn
Asp
Pro
195
Asn
Gly
Ser
Leu
Asn
275
Pro
Lys
Pro
Gly
Lys

355
Lys

2967
DNA
Artificial Sequence

source
1..2967
/mol_type="DNA"

20
Ala

Leu
Gln
Lys
Lys
100
Asp
Asp
Asn
Phe
His
180
Asp
Glu
Ile
Leu
Asp
260
Leu
Tyr
Pro
Glu
Ile
340

Thr

Leu

Thr
Pro
Cys
Ser
85

Asp
Thr
Gly
Val
Lys
165
Tyr
Asn
Lys
Thr
Gln
245
Pro
His
Thr
Thr
Ala
325
Leu

Val

Gly

ES 2458015 Al

Tyr Gly Lys
40
Val Pro Trp
55
Phe Ser

70

Ala

Arg

Met Pro

Asp Gly Asn

Val Asn
120

Leu

Leu

Ile
135

Tyr Ile Met
150

Ile Arg His

Asn

Gln Gln Asn

His Tyr Leu
200

Arg Asp His
215

His Gly
230
Asp

Met

Lys Tyr

His Thr His

Phe Leu
280

Lys

His

Pro Lys
295

Gly His Asn
310

Thr Asn Ala

Asp Thr Ile

Gln Asp Leu

360

Val Ser Pro
375

/note="GFP-gpl2 chimera™"
/organism="Artificial Sequence"

25

Leu Thr Leu

Pro Thr Leu

Tyr Pro Asp

75

Glu Gly Tyr

90

Tyr Lys
105

Arg Ile

Ser
Glu

Gly His Lys

Ala Asp Lys

155

Asn Ile Glu
170

Thr Pro Ile
185

Ser Thr Gln

Met Ile Leu

Asp Glu Leu

235

Ser Asn Leu
250

Val Lys Gln
265

Pro Gly His

Gly Asp Pro

Gln Arg Gly
315
Gly Lys Tyr
330
Lys Ser Ile
345
Lys Arg Lys

Gln Ala Ala

Lys
Val

60
His
Val
Arg
Leu
Met
140
Gln
Asp
Gly
Ser
Leu
220
Tyr
His
Ile
Lys
Pro
300
His
Glu

Ala

Gly

Phe

45
Thr
Met
Gln
Ala
Lys
125
Glu
Lys
Gly
Asp
Ala
205
Glu
Lys
Phe
Asp
Ala
285
Lys
Tyr
Tyr

Ser

Ile
365

30
Ile

Thr
Lys
Glu
Glu
110
Gly
Tyr
Asn
Ser
Gly
190
Leu
Phe
Glu
His
Lys
270
Pro
Gly
Pro
Trp
Lys

350
Asn

Cys
Phe
Gln
Arg

95
Val
Ile
Asn
Gly
Val
175
Pro
Ser
Val
Leu
Val
255
Tyr
Asp
Leu
Leu
Pro
335

Val

Trp

Thr
Ser
His
80
Thr
Lys
Asp
Tyr
Ile
160
Gln
Val
Lys
Thr
Phe
240
Pro
Asp
Asn
Asp
Leu
320
Ser

Trp

Val



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2458015 Al

CDS

7..2958

/transl_table=1
/translation="MHHHHHHSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLK
FICTTGKLPVPWPTLVTTFSYGVQCEFSRYPDHMKQHDEFFKSAMPEGYVQERTIFYKDDGNYKSRA
EVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKMEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGS
VQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMILLEFVTAAGITHGMDELYKEL
FLRSLODKYSNLHFHVPTPLDPHTHVKQIDKYDLSNLHFHLPGHKAPDNKGPYTPKKGDPPKGLD
TGKPTGHNQRGHYPLLNNPEATNAGKYEYWPSHMSFFAGKLNNKSILSLRRGSGGDTNQHINPDS
QTIFHSDMSHVIITETHSTGLRLDOQGAGDYYWSEMPSRVTQLHNNDPNRVVLTEIEF SDGSRHML
SGMSMGVGAKAYGIINPQIMSQGGLKTQITASADLSLDVGYENTGTSGTIPOQKLRDGTGCQHMEG
AFSGRRGFASSAMYLGGAALYKSAWSGSGYVVADAGTLTIPSDYVRHPGARNEFGENATIYVRGRSC
NRVLYGMEGPNYTTGGAVQGASSSGALNFTYNPSNPESPKYSVGFARADPTNYAYWE SMGDPNDS
ANGPIGIYSEHLGIYPSKITWYVTNLVYNGSGYNIDGGLENGNDIKLSPREFIIKGVNVNNTSWK
FINFIEKNEFNVGNRADFRDVGCNLSKDSPSTGISGIATFGLPTTESNNAPSIKGGNVGGLHANVY
SIYNFLPSTSWYVSSNPPKIGNNYGDVWSENLLPLRLLGGSGSTILSGNIVEFQGNGSVHVGTVGL
DLNSSRNGAIVCTMEFIDDTWLSAGGIGCENPTEMLSQGAEYGDSRFRIGGNT INKKLHQILSLP
AGEYVPEFFTIKGTVVNACKLQAAAYNPTPYWVSGLPGSVGOTGYYTLTYYMRNDGNNNISIWLDS
SMSNIIGMKACLPNIKLIIQRLT"

CDS

28..2958

/transl_table=1
/translation="SKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGK
LPVPWPTLVTTEFSYGVQCEFSRYPDHMKQHDEFKSAMPEGYVQERTIFYKDDGNYKSRAEVKEFEGD
TLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKMEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHY
QONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMILLEFVTAAGITHGMDELYKELFLRSLQD
KYSNLHFHVPTPLDPHTHVKQIDKYDLSNLHFHLPGHKAPDNKGPYTPKKGDPPKGLDTGKPTGH
NOQRGHYPLLNNPEATNAGKYEYWPSHMSFEFAGKLNNKSILSLRRGSGGDTNQHINPDSQTIFHSD
MSHVIITETHSTGLRLDQGAGDYYWSEMPSRVTQLHNNDPNRVVLTEIEFSDGSRHMLSGMSMGYV
GAKAYGIINPQIMSQGGLKTQITASADLSLDVGYEFNTGTSGTIPQKLRDGTGCQHME GAF SGRRG
FASSAMYLGGAALYKSAWSGSGYVVADAGTLTIPSDYVRHPGARNFGENAIYVRGRSCNRVLYGM
EGPNYTTGGAVQGASSSGALNEFTYNPSNPESPKYSVGFARADPTNYAYWE SMGDPNDSANGPIGI
YSEHLGIYPSKITWYVINLVYNGSGYNIDGGLENGNDIKLSPREFIIKGVNVNNTSWKEFINEFIEK
NENVGNRADEFRDVGCNLSKDSPSTGISGIATFGLPTTESNNAPSIKGGNVGGLHANVVSIYNEFLP
STSWYVSSNPPKIGNNYGDVWSENLLPLRLLGGSGSTILSGNIVEQGNGSVHVGTVGLDLNSSRN
GAIVCTMEFIDDTWLSAGGIGCEFNPTEMLSQGAEYGDSRFRIGGNTINKKLHQILSLPAGEYVPE
FTIKGTVVNACKLOQAAAYNPTPYWVSGLPGSVGQTGYYTLTYYMRNDGNNNISIWLDSSMSNIIG
MKACLPNIKLIIQRLT"

4

tctagaatgc
cccatcctceg
ggcgagggcyg
ctgcccgtcce
cggtacccgg
gtccaggagc
aagttcgagg

gacggcaaca

accaccacca
tggagctgga
acgccaccta
cctggcccac
accacatgaa
gcaccatctt
gcgacaccct

tcctgggceca

ccaccactcg
cggcgacgtc
cggcaagctg
cctcgtgacc
gcagcacgac
ctacaaggac
ggtgaaccgc

caagatggag

aagggcgagyg
aacggccaca
accctcaagt
accttctcct
ttcttcaagt
gacggcaact
atcgagctca

tacaactaca

agctgttcac
agttctccgt
tcatctgcac
acggcgtgca
ccgccatgcec
acaagtcccg
agggcatcga

actcgcacaa

cggcgtcgtg
ctccggcgag
caccggcaag
gtgcttctcc
ggagggctac
ggccgaggte
cttcaaggaa

cgtctacatc

60

120

180

240

300

360

420

480



atggcggaca
gacggctccg
gtgctgctcc
gagaagcggyg
atggacgagc
cacttccacg
gacctgtcca
tacaccccga
aaccagcggg
gagtactggc
tccectecgtce
atcttccact
ctcgaccagg
cacaacaacg
cacatgctga
cagatcatgt
gacgtcggct
accggctgcecc
atgtacctgg
gccgacgcecg
ttcggcttca
gagggcccga
aacttcacct
gccgacccca
ggccccatcg
gtcaccaacc
aacgacatca
tcgtggaagt

cgggacgtgg

agcagaagaa
tccagctggce
ccgacaacca
accacatgat
tgtacaagga
tcccecacccece
acctgcactt
agaagggcga
gccactaccc
cctcecccatat
gcggectcggg
cggacatgag
gcgccggega
acccgaaccg
gcggcatgtc
cccagggcgg
acttcaacac
agcacatgtt
gcggcgecge
gcaccctgac
acgccatcta
actacaccac
acaaccccag
ccaactacgc
gcatctactc
tcgtgtacaa
agctctcccc
tcatcaactt

gctgcaacct

ES 2458015 Al

cggcatcaag
cgaccactac
ctacctgtcc
cctgctcgag
gctgttcctc
gctggacccc
ccacctgccc
cccgeccaag
gctgctcaac
gtcgttcttc
cggcgacacc
ccacgtgatc
ctactactgg
ggtcgtgctc
catgggcgtyg
cctgaagacc
cggcacctcc
cggcgccttc
cctctacaag
catcccctcece
cgtccgggge
cggcggcgcyg
caacccggag
gtactgggag
cgagcacctg
cggctccgge
gcgcgagttc
catcgagaag

gtccaaggac

gtgaacttca
cagcagaaca
acccagtcgg
ttcgtcaccg
cgctccctge
cacacccacg
ggccacaagg
ggcctggaca
aaccccgagg
gccggcaage
aaccagcaca
atcaccgaga
tccgagatgce
accgagatcg
ggcgccaagyg
cagatcaccg
ggcaccatcc
tccggececgtce
agcgcctggt
gactacgtcc
cggtcctgca
gtgcagggcg
tccececgaagt
tcgatgggeg
ggcatctacc
tacaacatcg
atcatcaagg
aacttcaacg

tccecectceca

agatccgcca
ccccececatcecgg
ccctcagcaa
ccgccggeat
aggacaagta
tgaagcagat
ccccggacaa
ccggcaagcc
cgaccaacgc
tgaacaacaa
tcaacccgga
cccactccac
ccagccgcegt
agttctccga
cctacggcat
cctcecgececga
cgcagaagct
gcggcttcgce
ccggctceccecgg
gccacccggg
accgggtgcect
ccagctcctc
actccgtggg
accccaacga
cctcgaagat
acggtggcct
gcgtcaacgt
tgggcaaccg

ccggcatctc

caacatcgag
cgacggcccce
ggaccccaac
cacccacggc
ctcgaacctc
cgacaagtac
caagggcccc
caccggccac
cggcaagtac
gagcatcctg
cagccagacc
cggcctgegg
cacccagctg
cggctcgcgce
catcaacccg
cctgtcgcectce
gcgggacggce
gtcctccgcec
ctacgtggtg
cgcccggaac
gtacggcatg
gggcgcecctyg
cttcgcccgg
cagcgccaac
cacctggtac
gttcaacggc
gaacaacacc
ggccgacttc

cggcatcgcc

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220
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accttcggcce tccccaccac cgagagcaac aacgccccct ccatcaaggg cggcaacgtc 2280
ggcggcecctge acgccaacgt ggtgtccatc tacaacttcc tcccgagcac ctectggtac 2340
gtcagctcca acccgcccaa gatcggcaac aactacggcg acgtctggtc cgagaacctg 2400
ctcccectge ggctgctecgg cggctccecgge agcaccatcce tcagcggcaa catcgtcettce 2460
cagggcaacg gctccgtcca cgtgggcacc gtgggcctgg acctcaactc gagccgcaac 2520
ggcgcgatcg tctgcaccat ggagttcatc gacgacacct ggctgtccgce cggtggcatc 2580
ggctgcttca accccaccga gatgctgtcce cagggcgccg agtacggcga ctcccecgcettc 2640
cggatcggcg gcaacaccat caacaagaag ctgcaccaga tcctgtccct ccccgceccgge 2700
gagtacgtcc ccttcttcac catcaagggc accgtggtga acgcctgcaa gctgcaggcec 2760
gccgcecctaca accccacccce ctactgggtce tccggcecctge ccggcagcecgt gggccagacc 2820
ggctactaca ccctcaccta ctacatgcgc aacgacggca acaacaacat ctcgatctgg 2880
ctggactcct cgatgagcaa catcatcggc atgaaggcgt gcctccccaa catcaagcectce 2940
atcatccagc ggctcacctg aaagctt 2967
<210> 5
<211> 984
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<221> SOURCE
<222> 1..984
<223> /mol_type="protein”

/note="[CDS]:7..2958 from SEQ ID NO 4"

/note="1..7 His tag; 8..244 GFP protein; 245..344 Linker; 345..98

4 gpl2 T4 phage protein”

/organism="Artificial Sequence"
<400> 5
Met His His His His His His Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly
1 5 10 15
Val Val Pro Ile Leu Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys

20 25 30
Phe Ser Val Ser Gly Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu
35 40 45
Thr Leu Lys Phe Ile Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro
50 55 60
Thr Leu Val Thr Thr Phe Ser Tyr Gly Val Gln Cys Phe Ser Arg Tyr
65 70 75 80
Pro Asp His Met Lys Gln His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu
85 90 95
Gly Tyr Val Gln Glu Arg Thr Ile Phe Tyr Lys Asp Asp Gly Asn Tyr
100 105 110

Lys Ser Arg Ala Glu Val Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Asn Arg



Ile
His
145
Asp
Ile
Pro
Thr
Ile
225
Glu
Asn
Lys
Gly
Asp
305
Arg
Lys
Asn
Asn
Ser
385
Gln
Gln
Phe
Gly
Gly
465
Gly
Asp
Gly
Ser
Thr
545

Phe

Gly

Glu
130
Lys
Lys
Glu
Ile
Gln
210
Leu
Leu
Leu
Gln
His
290
Pro
Gly
Tyr
Asn
Gln
370
His
Gly
Leu
Ser
Ala
450
Leu
Tyr
Gly
Phe
Ala
530
Ile

Asn

Met

115
Leu

Met
Gln
Asp
Gly
195
Ser
Leu
Tyr
His
Ile
275
Lys
Pro
His
Glu
Lys
355
His
Val
Ala
His
Asp
435
Lys
Lys
Phe
Thr
Ala
515
Trp
Pro

Ala

Glu

Lys
Glu
Lys
Gly
180
Asp
Ala
Glu
Lys
Phe
260
Asp
Ala
Lys
Tyr
Tyr
340
Ser
Ile
Ile
Gly
Asn
420
Gly
Ala
Thr
Asn
Gly
500
Ser
Ser
Ser

Ile

Gly

Gly
Tyr
Asn
165
Ser
Gly
Leu
Phe
Glu
245
His
Lys
Pro
Gly
Pro
325
Trp
Ile
Asn
Ile
Asp
405
Asn
Ser
Tyr
Gln
Thr
485
Cys
Ser
Gly
Asp
Tyr

565
Pro

ES 2458015 Al

120

Ile Asp Phe Lys Glu Asp

Asn
150
Gly
Val
Pro

Ser

Val

135

Tyr
Ile
Gln
val

Lys

215

Thr

Asn Ser His Asn

155
Lys Val Asn Phe

170
Leu Ala Asp His
185
Leu Leu Pro Asp
200

Asp Pro Asn Glu

Ala Ala Gly Ile

230
Leu Phe Leu Arg

Val Pro Thr Pro

265

Tyr Asp Leu Ser
280
Asp Asn Lys Gly
295
Leu Asp Thr Gly
310
Leu Leu Asn Asn

Pro Ser His Met

345

Leu Ser Leu Arg
360
Pro Asp Ser Gln
375
Thr Glu Thr His
390
Tyr Tyr Trp Ser

Asp Pro Asn Arg

425

Arg His Met Leu
440
Gly Ile Ile Asn
455
Ile Thr Ala Ser
470
Gly Thr Ser Gly

Gln His Met Phe

505

Ala Met Tyr Leu
520
Ser Gly Tyr Val
535
Tyr Val Arg His
550
Val Arg Gly Arg

Asn Tyr Thr Thr

235

Ser Leu
250

Leu Asp

Asn Leu
Pro Tyr

Lys Pro

315

Pro Glu
330

Ser Phe

Arg Gly
Thr Ile

Ser Thr

395

Glu Met
410

Val Val

Ser Gly
Pro Gln

Ala Asp

475

Thr Ile
490

Gly Ala

Gly Gly
Val Ala

Pro Gly

555

Ser Cys
570

Gly Gly

Gly
140
Val
Lys
Tyr
Asn
Lys
220
Thr
Gln
Pro
His
Thr
300
Thr
Ala
Phe
Ser
Phe
380
Gly
Pro
Leu
Met
Ile
460
Leu
Pro
Phe
Ala
Asp
540
Ala

Asn

Ala

125
Asn

Tyr
Ile
Gln
His
205
Arg
His
Asp
His
Phe
285
Pro
Gly
Thr
Ala
Gly
365
His
Leu
Ser
Thr
Ser
445
Met
Ser
Gln
Ser
Ala
525
Ala
Arg

Arg

Val

Ile
Ile
Arg
Gln
190
Tyr
Asp
Gly
Lys
Thr
270
His
Lys
His
Asn
Gly
350
Gly
Ser
Arg
Arg
Glu
430
Met
Ser
Leu
Lys
Gly
510
Leu
Gly
Asn

Val

Gln

Leu
Met
His
175
Asn
Leu
His
Met
Tyr
255
His
Leu
Lys
Asn
Ala
335
Lys
Asp
Asp
Leu
Val
415
Ile
Gly
Gln
Asp
Leu
495
Arg
Tyr
Thr
Phe
Leu

575
Gly

Gly
Ala
160
Asn
Thr
Ser
Met
Asp
240
Ser
Val
Pro
Gly
Gln
320
Gly
Leu
Thr
Met
Asp
400
Thr
Glu
Val
Gly
Val
480
Arg
Arg
Lys
Leu
Gly
560

Tyr

Ala



Ser
Ser
Ala
625
Ile
Trp
Gly
Ile
Phe
705
Val
Ile
Ile
Tyr
Lys
785
Leu
Val
Leu
Asp
Glu
865
Gly
Ala
Ala
Ser
Tyr
945

Ser

Lys

Ser
595
Lys

Ser

Pro
610
Tyr Trp

Gly Ile

Tyr Val

Gly Leu
675
Ile Lys
690
Ile Glu

Gly Cys

Ala Thr

Lys Gly
755
Asn Phe
770
Ile Gly

Arg Leu

Phe Gln
Ser
835
Thr

Asn

Asp
850
Met Leu

Gly Asn

Gly Glu

Cys Lys
915
Gly Leu
930
Tyr Met

Ser Met

Leu TIle

<210> 6

<211>
<212>
<213>

977
PRT

<220>

580
Gly

Tyr
Glu
Tyr
Thr
660
Phe
Gly
Lys
Asn
Phe
740
Gly
Leu
Asn
Leu
Gly
820
Ser
Trp
Ser
Thr
Tyr
900
Leu
Pro
Arg

Ser

Ile
980

Ala
Ser
Ser
Ser
645
Asn
Asn
Val
Asn
Leu
725
Gly
Asn
Pro
Asn
Gly
805
Asn
Arg
Leu
Gln
Ile
885
Val
Gln
Gly
Asn
Asn

965
Gln

ES 2458015 Al

Leu Asn Phe

600

Val Gly Phe
615

Met Gly
630
Glu

Asp

His Leu

Leu Val Tyr

Gly Asn Asp

680

Val
695
Asn

Asn Asn

Phe
710
Ser

Val

Lys Asp

Leu Pro Thr

vVal Gly Gly

760

Thr
775
Gly

Ser Ser
Tyr

790
Gly

Asp

Ser Gly

Gly Ser Val

Asn Gly Ala

840

Ala
855
Ala

Ser Gly

Gly Glu

870

Asn Lys Lys

Pro Phe Phe

Ala Ala Ala

920

val
935
Gly Asn

Ser Gly

Asp
950
Ile Ile Gly

Arg Leu Thr

Artificial Sequence

585
Thr Tyr Asn

Ala Arg Ala

Pro Asn Asp
635
Ile Tyr
650

Gly

Gly
Asn Ser
665

Ile Lys Leu

Asn Thr Ser

Gly Asn Arg

715

Ser Pro Ser
730

Thr Glu Ser
745

Leu His Ala

Trp Tyr Val
Ser
795
Ile

Val Trp

Ser Thr

810

His Vval Gly
825

Ile vVal Cys

Gly Ile Gly

Tyr Gly Asp

875

Leu His Gln
890

Thr Ile Lys
905

Tyr Asn Pro

Gln Thr Gly
Ile
955
Ala

Asn Asn

Met Lys
970

Pro
Asp
620
Ser
Pro
Gly
Ser
Trp
700
Ala
Thr
Asn
Asn
Ser
780
Glu
Leu
Thr
Thr
Cys
860
Ser
Ile
Gly
Thr
Tyr
940

Ser

Cys

Ser
605
Pro
Ala
Ser
Tyr
Pro
685
Lys
Asp
Gly
Asn
Val
765
Ser
Asn
Ser
Val
Met
845
Phe
Arg
Leu
Thr
Pro
925
Tyr

Ile

Leu

590
Asn

Thr
Asn
Lys
Asn
670
Arg
Phe
Phe
Ile
Ala
750
Val
Asn
Leu
Gly
Gly
830
Glu
Asn
Phe
Ser
Val
910
Tyr
Thr

Trp

Pro

Pro
Asn
Gly
Ile
655
Ile
Glu
Ile
Arg
Ser
735
Pro
Ser
Pro
Leu
Asn
815
Leu
Phe
Pro
Arg
Leu
895
Val
Trp
Leu

Leu

Asn
975

Glu
Tyr
Pro
640
Thr
Asp
Phe
Asn
Asp
720
Gly
Ser
Ile
Pro
Pro
800
Ile
Asp
Ile
Thr
Ile
880
Pro
Asn
Val
Thr
Asp

960
Ile
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<221> SOURCE
<222> 1..977
<223> /mol_type="protein”
/note="1..236 GFP protein; 237..336 Linker; 337..977 gpl2 T4 phag
e protein"”
/note="[CDS]:28..2958 from SEQ ID NO 4"
/organism="Artificial Sequence"

<400> 6
Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro Ile Leu Val Glu
1 5 10 15
Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly Glu Gly
20 25 30
Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe Ile Cys Thr
35 40 45
Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu Val Thr Thr Phe Ser
50 55 60
Tyr Gly Val Gln Cys Phe Ser Arg Tyr Pro Asp His Met Lys Gln His
65 70 75 80
Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gln Glu Arg Thr
85 90 95
Ile Phe Tyr Lys Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Ser Arg Ala Glu Val Lys
100 105 110
Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Asn Arg Ile Glu Leu Lys Gly Ile Asp
115 120 125
Phe Lys Glu Asp Gly Asn Ile Leu Gly His Lys Met Glu Tyr Asn Tyr
130 135 140
Asn Ser His Asn Val Tyr Ile Met Ala Asp Lys Gln Lys Asn Gly Ile
145 150 155 160
Lys Val Asn Phe Lys Ile Arg His Asn Ile Glu Asp Gly Ser Val Gln
165 170 175
Leu Ala Asp His Tyr Gln Gln Asn Thr Pro Ile Gly Asp Gly Pro Val
180 185 190
Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser Thr Gln Ser Ala Leu Ser Lys
195 200 205
Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Ile Leu Leu Glu Phe Val Thr
210 215 220
Ala Ala Gly Ile Thr His Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys Glu Leu Phe
225 230 235 240
Leu Arg Ser Leu Gln Asp Lys Tyr Ser Asn Leu His Phe His Val Pro
245 250 255
Thr Pro Leu Asp Pro His Thr His Val Lys Gln Ile Asp Lys Tyr Asp
260 265 270
Leu Ser Asn Leu His Phe His Leu Pro Gly His Lys Ala Pro Asp Asn
275 280 285
Lys Gly Pro Tyr Thr Pro Lys Lys Gly Asp Pro Pro Lys Gly Leu Asp
290 295 300
Thr Gly Lys Pro Thr Gly His Asn Gln Arg Gly His Tyr Pro Leu Leu
305 310 315 320
Asn Asn Pro Glu Ala Thr Asn Ala Gly Lys Tyr Glu Tyr Trp Pro Ser
325 330 335
His Met Ser Phe Phe Ala Gly Lys Leu Asn Asn Lys Ser Ile Leu Ser
340 345 350
Leu Arg Arg Gly Ser Gly Gly Asp Thr Asn Gln His Ile Asn Pro Asp
355 360 365
Ser Gln Thr Ile Phe His Ser Asp Met Ser His Val Ile Ile Thr Glu
370 375 380
Thr His Ser Thr Gly Leu Arg Leu Asp Gln Gly Ala Gly Asp Tyr Tyr

10



385
Trp

Asn
Met
Ile
Ala
465
Ser
Met
Tyr
Tyr
Arg
545
Gly
Thr
Phe
Phe
Asp
625
Leu
Tyr
Asp
Asn
Val
705
Asp
Thr
Gly
Ser
Asp
785
Gly
Val

Ala

Gly

Ser
Arg
Leu
Asn
450
Ser
Gly
Phe
Leu
Val
530
His
Arg
Thr
Thr
Ala
610
Pro
Gly
Asn
Ile
Asn
690
Gly
Ser
Thr
Leu
Trp
770
Val
Ser
His
Ile

Gly

Glu
Val
Ser
435
Pro
Ala
Thr
Gly
Gly
515
Val
Pro
Ser
Gly
Tyr
595
Arg
Asn
Ile
Gly
Lys
675
Thr
Asn
Pro
Glu
His
755
Tyr
Trp
Thr
Val
Val

335
Ile

Met
Val
420
Gly
Gln
Asp
Ile
Ala
500
Gly
Ala
Gly
Cys
Gly
580
Asn
Ala
Asp
Tyr
Ser
660
Leu
Ser
Arg
Ser
Ser
740
Ala
Val
Ser
Ile
Gly
820

Cys

Gly

Pro
405
Leu
Met
Ile
Leu
Pro
485
Phe
Ala
Asp
Ala
Asn
565
Ala
Pro
Asp
Ser
Pro
645
Gly
Ser
Trp
Ala
Thr
725
Asn
Asn
Ser
Glu
Leu
805
Thr

Thr

Cys

ES 2458015 Al

390
Ser Arg Val

Thr Glu Ile

Ser Met Gly
440

Ser Gln
455
Leu

Met

Ser
470
Gln

Asp

Lys Leu

Ser Gly Arg

Ala Leu Tyr
520
Ala Gly Thr
535
Arg Asn Phe
550

Arg Val Leu
Val Gln Gly

Ser Asn Pro
600

Pro Thr Asn
615

Ala Asn
630
Ser

Gly

Lys Ile

Tyr Asn Ile
Glu
680

Ile

Pro Arg
Phe

695
Phe Arg

Lys

Asp
710
Gly Ile Ser

Asn Ala Pro

Val Val Ser

760

Ser Asn Pro
775

Asn Leu Leu
790

Ser Gly Asn

Val Gly Leu

Phe
840
Pro

Met Glu

Phe Asn

395

Thr Gln Leu
410

Glu Phe Ser
425

vVal Gly Ala

Gly Gly Leu

vVal Gly Tyr

475

Arg Asp Gly

490

Arg Gly
505

Lys Ser

Phe

Ala

Leu Thr Ile

Phe Asn
555
Met

Gly
Tyr Gly
570
Ala Ser Ser
585
Glu Ser Pro

Tyr Ala Tyr

Pro Ile Gly

635

Thr Trp Tyr
650

Asp Gly Gly
665

Phe Ile Ile

Asn Phe Ile

Asp Val Gly

715

Gly Ile Ala
730

Ser Ile Lys
745

Ile Tyr Asn

Pro Lys Ile

Pro Leu Arg
795
Ile Val Phe

810
Asp Leu Asn
825

Ile Asp Asp

Thr Glu Met

1"

His
Asp
Lys
Lys
460
Phe
Thr
Ala
Trp
Pro
540
Ala
Glu
Ser
Lys
Trp
620
Ile
Val
Leu
Lys
Glu
700
Cys
Thr
Gly
Phe
Gly
780
Leu
Gln
Ser

Thr

Leu

Asn
Gly
Ala
445
Thr
Asn
Gly
Ser
Ser
525
Ser
Ile
Gly
Gly
Tyr
605
Glu
Tyr
Thr
Phe
Gly
685
Lys
Asn
Phe
Gly
Leu
765
Asn
Leu
Gly
Ser
Trp

845
Ser

Asn
Ser
430
Tyr
Gln
Thr
Cys
Ser
510
Gly
Asp
Tyr
Pro
Ala
590
Ser
Ser
Ser
Asn
Asn
670
Val
Asn
Leu
Gly
Asn
750
Pro
Asn
Gly
Asn
Arg
830

Leu

Gln

Asp
415
Arg
Gly
Ile
Gly
Gln
495
Ala
Ser
Tyr
Val
Asn
575
Leu
Val
Met
Glu
Leu
655
Gly
Asn
Phe
Ser
Leu
735
Val
Ser
Tyr
Gly
Gly
815
Asn

Ser

Gly

400
Pro

His
Ile
Thr
Thr
480
His
Met
Gly
Val
Arg
560
Tyr
Asn
Gly
Gly
His
640
Val
Asn
Val
Asn
Lys
720
Pro
Gly
Thr
Gly
Ser
800
Ser
Gly

Ala

Ala
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850 855 860
Glu Tyr Gly Asp Ser Arg Phe Arg Ile Gly Gly Asn Thr Ile Asn Lys

865

870 875 880

Lys Leu His Gln Ile Leu Ser Leu Pro Ala Gly Glu Tyr Val Pro Phe

885 890 895

Phe Thr Ile Lys Gly Thr Val Val Asn Ala Cys Lys Leu Gln Ala Ala

900 905 910

Ala Tyr Asn Pro Thr Pro Tyr Trp Val Ser Gly Leu Pro Gly Ser Val

915 920 925

Gly Gln Thr Gly Tyr Tyr Thr Leu Thr Tyr Tyr Met Arg Asn Asp Gly
930 935 940
Asn Asn Asn Ile Ser Ile Trp Leu Asp Ser Ser Met Ser Asn Ile Ile

945

950 955 960

Gly Met Lys Ala Cys Leu Pro Asn Ile Lys Leu Ile Ile Gln Arg Leu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

965 970 975

7

2544

DNA

Artificial Sequence

source
1..2544

/mol_type="DNA"
/note="GFP-Colicin-354 chimera"
/organism="Artificial Sequence"

CDS

7..2535

/transl_table=1
/translation="MHHHHHHSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLK
FICTTGKLPVPWPTLVTTFSYGVQCEFSRYPDHMKQHDEFFKSAMPEGYVQERTIFYKDDGNYKSRA
EVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKMEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGS
VQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMILLEFVTAAGITHGMDELYKEL
FLRSLODKYSNLHFHVPTPLDPHTHVKQIDKYDLSNLHFHLPGHKAPDNKGPYTPKKGDPPKGLD
TGKPTGHNQRGHYPLLNNPEATNAGKYEYWPSHMAKELSVYGPTAGESMGGTGANLNQQGGNNNS
NSGVHWGGGSGSGNGGREHGSQTGWGWSKTNNPDVPPYVDDNGQVRITITNGLVKTPVYGVPGAG
GNSDVQGGYIPENPNDEVARKWDKNNLPREIDVSIDGFKYRVTLNDNGRAIGILRTGVRPYVGSE
KAKAGIMEKINHKTPEEIYEALGENKDESQRQEKAKQQAEDAWDRLPPNVRKFDVDVEQFHYLVV
LDDYGNVLSVTRTGVRPYVGSEKAKAGIMDKVDHKTPEEIYEALGFNNEEPQRONQAKKAAYDVE
YSEFSMNRDRIQSDVLNKAAEVISDIGNKVGDYLGDAYKSLARETIADDVKNFQGKTIRSYDDAMAS
LNKVLSNPGFKEFNRADSDALANVWRSIDAQDMANKLGNISKAFKFADVVMKVEKVREKSIEGYET
GNWGPLMLEVESWVLSGIASAVALGVEFSATLGAYALSLGAPATIAVGIVGILLAAVVGALLDDKFA
DALNKEITIKPAH"

CDS

28..2535

/transl_table=1
/translation="SKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGK
LPVPWPTLVTTEFSYGVQCEFSRYPDHMKQHDEFKSAMPEGYVQERTIFYKDDGNYKSRAEVKEFEGD
TLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKMEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHY
QONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMILLEFVTAAGITHGMDELYKELFLRSLQD
KYSNLHFHVPTPLDPHTHVKQIDKYDLSNLHFHLPGHKAPDNKGPYTPKKGDPPKGLDTGKPTGH

12
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NORGHYPLLNNPEATNAGKYEYWPSHMAKELSVYGPTAGESMGGTGANLNQOGGNNNSNSGVHWG
GGSGSGNGGREHGSQTGWGWSKTNNPDVPPYVDDNGOQVRITITNGLVKTPVYGVPGAGGNSDVQG
GYIPENPNDEVARKWDKNNLPREIDVSIDGEKYRVTLNDNGRAIGILRTGVRPYVGSEKAKAGIM
EKINHKTPEEIYEALGENKDESQROEKAKQOAEDAWDRLPPNVRKEDVDVEQFHYLVVLDDYGNV
LSVTRTGVRPYVGSEKAKAGIMDKVDHKTPEETIYEALGENNEEPOQRONOQAKKAAYDVEYSE SMNR
DRIQSDVLNKAAEVISDIGNKVGDYLGDAYKSLARETADDVKNEQGKTIRSYDDAMASLNKVLSN
PGFKENRADSDALANVWRS IDAQDMANKLGNISKAFKEFADVVMKVEKVREKSIEGYETGNWGPLM
LEVESWVLSGIASAVALGVESATLGAYALSLGAPATIAVGIVGILLAAVVGALLDDKFADALNKET
IKPAH"

<400> 7
tctagaatgc

cccatcctgg
ggcgagggcyg
ctgcccgtcce
cggtaccccg
gtccaggagc
aagttcgagg
gacggcaaca
atggccgaca
gacggctccg
gtgctgctcc
gagaagcggyg
atggacgagc
cacttccacg
gacctgtcca
tacaccccga
aaccagcggg
gagtactggc
tccatgggcg
ggcgtccact
accggcetggg
ggccaggtcc
ggcgeceggtyg

gtggcccgceca

accaccacca
tcgagctgga
acgccaccta
cctggcccac
accacatgaa
gcaccatctt
gcgacaccct
tcctgggceca
agcagaagaa
tccagctggce
cggacaacca
accacatgat
tgtacaagga
tcccecacccece
acctgcactt
agaagggcga
gccactaccc
cgagccatat
gcaccggcgce
ggggcggcgyg
gctggtcgaa
ggatcaccat
gcaactccga

agtgggacaa

ccaccactcc
cggcgacgtc
cggcaagctg
cctcgtgacc
gcagcacgac
ctacaaggac
ggtgaaccgc
caagatggag
cggcatcaag
cgaccactac
ctacctgagc
cctgctcgag
gctgttcctc
gctggacccc
ccacctgccg
cccgeccaag
cctgctcaac
ggccaaggag
caacctcaac
cagcggctcc
gaccaacaac
caccaacggc
cgtgcagggc

gaacaacctg

aagggcgagyg
aacggccaca
accctcaagt
accttctcct
ttcttcaagt
gacggcaact
atcgagctca
tacaactaca
gtgaacttca
cagcagaaca
acccagtccg
ttcgtcaccg
cgctcgectgce
cacacccacg
ggccacaagg
ggcctggaca
aacccggagg
ctgagcgtct
cagcagggcyg
ggcaacggtg
ccggacgtcc
ctggtcaaga

ggctacatcc

cccecgggaga

13

agctgttcac
agttctccgt
tcatctgcac
acggcgtgca
ccgccatgcec
acaagagccg
agggcatcga
actcgcacaa
agatccgcca
ccccecgatcecgg
ccctcectcgaa
ccgccggeat
aggacaagta
tgaagcagat
cccccgacaa
ccggcaagcc
ccaccaacgc
acggccccac
gcaacaacaa
gccgcgagcea
cgccctacgt
cccecegtceta
ccgagaaccc

tcgacgtgtc

cggcgtcgtg
ctccggcgag
caccggcaag
gtgcttctcg
cgagggctac
ggcggaggte
cttcaaggaa
cgtctacatc
caacatcgag
cgacggcccg
ggacccgaac
cacccacggc
cagcaacctc
cgacaagtac
caagggcccc
caccggccac
gggcaagtac
cgccggcgag
ctccaactcc
cggctcccag
ggacgacaac
cggcgtgccg
caacgacgag

gatcgacggc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



ttcaagtacc
gtccggceccgt
aagacccccg
gagaaggcga
ttcgacgtcg
ctgtccgtga
atcatggaca
aacgaggagc
ttcagcatga
agcgacatcg
gagatcgccg
atggcgtcgce
gacgccctgg
aacatctcca
aagtcgatcg
tgggtgctgt
gcgtacgccc
gccgeggteg
atcaagcccg
<210> 8
<211> 843
<212> PRT
<213>
<220>
<221>

<222>
<223>

gggtcaccct
acgtgggctc
aggagatcta
agcagcaggc
acgtggagca
cccggaccgg
aggtcgacca
cccagcgeca
accgcgaccg
gcaacaaggt
acgacgtcaa
tgaacaaggt
ccaacgtctg
aggccttcaa
agggctacga
ccggcatcgce
tgtccctcecgg
tgggcgccct

cccactgaaa

SOURCE
1..843
/mol_type="protein"
/note="[CDS]:7..2535 from SEQ ID NO 7"
/note="1..7 His tag;

3 Colicin-54"
/organism="Artificial Sequence"

<400> 8

ES 2458015 Al

gaacgacaac
cgagaaggcc
cgaggccctg
cgaggacgcc
gttccactac
cgtgcggecg
caagaccccg
gaaccaggcg
gatccagtcg
cggcgactac
gaacttccag
gctcagcaac
gcggtcgatc
gttcgcggac
gaccggcaac
ctccgecgtg
cgcgcccgec
gctggacgac

gctt

Artificial Sequence

ggccgggcca

aaggcgggcea

ggcttcaaca
tgggaccgcc
ctggtcgtgc
tacgtgggct
gaagaaattt
aagaaggccg
gacgtcctga
ctgggcgacyg
ggcaagacca
ccgggcttca
gacgcccagg
gtcgtgatga
tggggccccce
gccctgggeg
atcgccgtgg

aagttcgccg

8..244 GFP protein;

tcggcatcct
tcatggagaa
aggacgagtc
tgccgcecccaa
tcgacgacta
cggagaaggc
atgaggccct
cgtacgacgt
acaaggccgce
cctacaagtc
tccggagecta
agttcaaccg
acatggcgaa
aggtcgagaa
tgatgctgga
tgttcagcgce
gcatcgtggg

acgccctcaa

245..344 Linker;

ccgcaccgge
gatcaaccac
gcagcgccag
cgtccggaag
cggcaacgtg
gaaggccgge
gggttttaac
cttctactcg
ggaggtgatc
gctcgcececgg
cgacgacgcc
ggccgactcc
caagctcggc
ggtgcgcgag
ggtcgagagc
caccctcggce
catcctgctc

caaggagatc

Met His His His His His His Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly

1

5

10

15

Val Val Pro Ile Leu Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys

14

345.

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2544

.84



Phe
Thr
Thr
65

Pro
Gly
Lys
Ile
His
145
Asp
Ile
Pro
Thr
Ile
225
Glu
Asn
Lys
Gly
Asp
305
Arg
Lys
Gly
Gln
Gly
385
Trp
Asp
Pro
Gly
Lys

465
Tyr

Ser
Leu
50

Leu
Asp
Tyr
Ser
Glu
130
Lys
Lys
Glu
Ile
Gln
210
Leu
Leu
Leu
Gln
His
290
Pro
Gly
Tyr
Pro
Gln
370
Ser
Gly
Asn
Val
Tyr
450

Asn

Arg

Val
35

Lys
Val
His
Val
Arg
115
Leu
Met
Gln
Asp
Gly
195
Ser
Leu
Tyr
His
Ile
275
Lys
Pro
His
Glu
Thr
355
Gly
Gly
Trp
Gly
Tyr
435
Ile

Asn

Val

20
Ser

Phe
Thr
Met
Gln
100
Ala
Lys
Glu
Lys
Gly
180
Asp
Ala
Glu
Lys
Phe
260
Asp
Ala
Lys
Tyr
Tyr
340
Ala
Gly
Ser
Ser
Gln
420
Gly
Pro

Leu

Thr

Gly
Ile
Thr
Lys
85

Glu
Glu
Gly
Tyr
Asn
165
Ser
Gly
Leu
Phe
Glu
245
His
Lys
Pro
Gly
Pro
325
Trp
Gly
Asn
Gly
Lys
405
Val
Val
Glu

Pro

Leu

Glu
Cys
Phe
70
Gln
Arg
Val
Ile
Asn
150
Gly
Val
Pro
Ser
Val
230
Leu
Val
Tyr
Asp
Leu
310
Leu
Pro
Glu

Asn

Asn
390

Gly
Thr

55
Ser
His
Thr

Lys

Asp

135

Tyr
Ile
Gln
val

Lys

215

Thr

Phe

Pro

Asp

Asn

295

Asp
Leu
Ser
Ser

Asn

375

Gly

ES 2458015 Al

25
Glu Gly Asp
40
Thr Gly Lys

Tyr Gly Val

Asp Phe Phe
90
Ile Phe Tyr
105
Phe Glu Gly
120
Phe Lys Glu

Asn Ser His

Lys Val Asn

170

Leu Ala Asp
185
Leu Leu Pro
200
Asp Pro Asn

Ala Ala Gly

Leu Arg Ser

250

Thr Pro Leu
265
Leu Ser Asn
280
Lys Gly Pro

Thr Gly Lys

Asn Asn Pro

330

His Met Ala
345
Met Gly Gly
360
Ser Asn Ser

Gly Arg Glu

Thr Asn Asn Pro Asp

410

Arg Ile Thr Ile Thr

425

Pro Gly Ala Gly Gly

440

Asn Pro Asn Asp Glu

455

Arg Glu TIle Asp Val

470

Asn Asp Asn Gly Arg

15

Ala
Leu
Gln

75
Lys
Lys
Asp
Asp
Asn
155
Phe
His
Asp
Glu
Ile
235
Leu
Asp
Leu
Tyr
Pro
315
Glu
Lys
Thr
Gly
His
395
Val
Asn
Asn
Val
Ser

475
Ala

Thr
Pro

60
Cys
Ser
Asp
Thr
Gly
140
Val
Lys
Tyr
Asn
Lys
220
Thr
Gln
Pro
His
Thr
300
Thr
Ala
Glu
Gly
Val
380
Gly
Pro
Gly
Ser
Ala
460

Ile

Ile

Tyr

45
Val
Phe
Ala
Asp
Leu
125
Asn
Tyr
Ile
Gln
His
205
Arg
His
Asp
His
Phe
285
Pro
Gly
Thr
Leu
Ala
365
His
Ser
Pro
Leu
Asp
445
Arg

Asp

Gly

30
Gly

Pro
Ser
Met
Gly
110
Val
Ile
Ile
Arg
Gln
190
Tyr
Asp
Gly
Lys
Thr
270
His
Lys
His
Asn
Ser
350
Asn
Trp
Gln
Tyr
Val
430
Val
Lys

Gly

Ile

Lys
Trp
Arg
Pro

95
Asn
Asn
Leu
Met
His
175
Asn
Leu
His
Met
Tyr
255
His
Leu
Lys
Asn
Ala
335
Val
Leu
Gly
Thr
Val
415
Lys
Gln
Trp

Phe

Leu

Leu
Pro
Tyr
80
Glu
Tyr
Arg
Gly
Ala
160
Asn
Thr
Ser
Met
Asp
240
Ser
Val
Pro
Gly
Gln
320
Gly
Tyr
Asn
Gly
Gly
400
Asp
Thr
Gly
Asp
Lys

480
Arg



Thr
Met
Gly
Ala
545
Val
Asn
Glu
Glu
Gln
625
Met
Val
Tyr
Gly
Val
705
Leu
Leu
Val
Trp
Ala
785
Ala

Leu

Ala

Gly
Glu
Phe
530
Glu
Asp
Val
Lys
Glu
610
Asn
Asn
Ile
Lys
Lys
690
Leu
Ala
Gly
Glu
Gly
770
Ser
Leu

Leu

Leu

<210> 9

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>
<223>

485

Val Arg Pro

500

Lys Ile Asn

515

Asn Lys Asp

Asp Ala Trp

Val Glu Gln
565
Ser Val
580

Lys

Leu

Ala
595
Ile

Ala

Tyr Glu

Gln Ala Lys

Arg Asp Arg

645

Ser Asp Ile

660

Ser Leu Ala

675
Thr

Ile Arg

Ser Asn Pro

Asn Val Trp
125
Ile Ser
740

Val

Asn

Lys
755
Pro

Arg

Leu Met

Ala Val Ala

Ser Leu Gly

805
Ala Ala Val
820
Lys

Asn Glu

835

836
PRT
Artificial Sequence

SOURCE
1.
/mol_type="protein"

.836

ES 2458015 Al

Tyr Val Gly

His Lys Thr

520

Glu Ser Gln

535

Asp Arg
550

Phe His

Leu
Tyr
Thr Arg Thr
Met

600
Gly

Gly Ile

Ala Leu

615

Lys Ala Ala
630

Ile Gln Ser

Gly Asn Lys

Arg Glu Ile
680
Ser Tyr Asp
695
Gly Phe Lys
710
Arg Ser Ile

Lys Ala Phe

Glu Lys Ser
760
Leu Glu Vval
775
Leu Gly Val
790
Ala Pro Ala

vVal Gly Ala

Ile Ile Lys
840

490
Ser Glu Lys
505
Pro Glu Glu

Arg Gln Glu
Asn
555
Val

Pro Pro

Leu Val
570

Gly Vval
585
Asp

Arg

Lys Val

Phe Asn Asn
Val
635

Leu

Tyr Asp
val

650
Gly

Asp

Val
665
Ala Asp

Asp
Asp

Asp Ala Met

Phe Asn Arg

715

Asp Ala Gln
730

Lys Phe Ala
745

Ile Glu Gly

Glu Ser Trp
Ala
795
Val

Phe Ser

Ile Ala

810

Leu Leu Asp
825

Pro Ala His

Ala
Ile
Lys
540
Val
Leu
Pro
Asp
Glu
620
Phe
Asn
Tyr
Val
Ala
700
Ala
Asp
Asp
Tyr
Val
780
Thr

Gly

Asp

/note="[CDS]:28..2535 from SEQ ID NO 7"
/note="1..236 GFP protein;
/organism="Artificial Sequence"

237..336 Linker;

16

Lys
Tyr
525
Ala
Arg
Asp
Tyr
His
605
Glu
Tyr
Lys
Leu
Lys
685
Ser
Asp
Met
Val
Glu
765
Leu
Leu

Ile

Lys

Ala
510
Glu
Lys
Lys
Asp
Val
590
Lys
Pro
Ser
Ala
Gly
670
Asn
Leu
Ser
Ala
Val
750
Thr
Ser
Gly

Val

Phe
330

495
Gly

Ala
Gln
Phe
Tyr
575
Gly
Thr
Gln
Phe
Ala
655
Asp
Phe
Asn
Asp
Asn
735
Met
Gly
Gly
Ala
Gly

815
Ala

Ile
Leu
Gln
Asp
560
Gly
Ser
Pro
Arg
Ser
640
Glu
Ala
Gln
Lys
Ala
720
Lys
Lys
Asn
Ile
Tyr
800

Ile

Asp

337..836 Colicin-54"



<400> 9

Ser
1
Leu
Glu
Thr
Tyr
65
Asp
Ile
Phe
Phe
Asn
145
Lys
Leu
Leu
Asp
Ala
225
Leu
Thr
Leu
Lys
Thr
305
Asn
His
Met
Ser
Gly
385
Asn

Thr

Ala

Lys
Asp
Gly
Gly
50

Gly
Phe
Phe
Glu
Lys
130
Ser
Val
Ala
Leu
Pro
210
Ala
Arg
Pro
Ser
Gly
290
Gly
Asn
Met
Gly
Asn
370
Arg
Pro

Ile

Gly

Gly
Gly
Asp
35

Lys
Val
Phe
Tyr
Gly
115
Glu
His
Asn
Asp
Pro
195
Asn
Gly
Ser
Leu
Asn
275
Pro
Lys
Pro
Ala
Gly
355
Ser
Glu
Asp

Thr

Gly
435

Glu
Asp
20

Ala
Leu
Gln
Lys
Lys
100
Asp
Asp
Asn
Phe
His
180
Asp
Glu
Ile
Leu
Asp
260
Leu
Tyr
Pro
Glu
Lys
340
Thr
Gly
His
Val
Asn

420
Asn

Glu
Val
Thr
Pro
Cys
Ser
85

Asp
Thr
Gly
Val
Lys
165
Tyr
Asn
Lys
Thr
Gln
245
Pro
His
Thr
Thr
Ala
325
Glu
Gly
Val
Gly
Pro
405

Gly

Ser

ES 2458015 Al

Leu Phe Thr

Asn Gly His

Tyr Gly Lys
40
Val Pro Trp
55
Phe Ser

70

Ala

Arg

Met Pro

Asp Gly Asn

Val Asn
120

Leu

Leu

Ile
135
Tyr Ile
150
Ile

Asn
Met

Arg His

Gln Gln Asn
Leu
200

His

His Tyr

Arg Asp
215

His Gly Met
230

Asp Lys Tyr

His Thr His

Phe His Leu
280

Pro Lys Lys
295

Gly His
310
Thr

Asn

Asn Ala

Leu Ser Val

Ala Leu
360
Gly

Asn
His Trp

375
Ser Gln Thr
390

Pro Tyr Val
Leu Val Lys

Asp Val Gln
440

Val
10
Phe

Gly Val

Lys Ser
25
Leu

Thr Leu

Pro Thr Leu

Tyr Pro Asp
75
Glu Gly Tyr
90
Tyr Lys Ser

105
Arg Ile Glu

Gly His Lys

Ala Asp Lys

155

Asn Ile Glu
170

Thr Pro Ile
185

Ser Thr Gln

Met Ile Leu

Leu
235
Leu

Asp Glu

Ser Asn

250

Val Lys Gln
265

Pro Gly His

Gly Asp Pro

Gln Arg Gly

315

Gly Lys Tyr
330

Tyr Gly Pro
345

Asn Gln Gln

Gly Gly Ser

Gly Trp Gly
395
Asp Asp Asn
410
Thr Pro Val
425

Gly Gly Tyr

17

Pro
Val
Lys
Val

60
His
Val
Arg
Leu
Met
140
Gln
Asp
Gly
Ser
Leu
220
Tyr
His
Ile
Lys
Pro
300
His
Glu
Thr
Gly
Gly
380
Trp
Gly

Tyr

Ile

Ile
Ser
Phe

45
Thr
Met
Gln
Ala
Lys
125
Glu
Lys
Gly
Asp
Ala
205
Glu
Lys
Phe
Asp
Ala
285
Lys
Tyr
Tyr
Ala
Gly
365
Ser
Ser
Gln

Gly

Pro
445

Leu
Gly

30
Ile
Thr
Lys
Glu
Glu
110
Gly
Tyr
Asn
Ser
Gly
190
Leu
Phe
Glu
His
Lys
270
Pro
Gly
Pro
Trp
Gly
350
Asn
Gly
Lys
Val
Val

430
Glu

Val

15
Glu
Cys
Phe
Gln
Arg

95
Val
Ile
Asn
Gly
Val
175
Pro
Ser
Val
Leu
Val
255
Tyr
Asp
Leu
Leu
Pro
335
Glu
Asn
Asn
Thr
Arg
415

Pro

Asn

Glu
Gly
Thr
Ser
His
80
Thr
Lys
Asp
Tyr
Ile
160
Gln
Val
Lys
Thr
Phe
240
Pro
Asp
Asn
Asp
Leu
320
Ser
Ser
Asn
Gly
Asn
400
Ile

Gly

Pro



Asn
Ile
465
Asn
Gly
Thr
Gln
Leu
545
Tyr
Thr
Met
Gly
Ala
625
Ser
Lys
Ile
Asp
Lys
705
Ile
Phe
Ser
Val
Val
785
Ala

Ala

Lys

Asp
450
Asp
Gly
Ser
Pro
Arg
530
Pro
Leu
Gly
Asp
Phe
610
Tyr
Asp
Val
Ala
Asp
690
Phe
Asp
Lys
Ile
Glu
770
Phe
Ile

Leu

Pro

Glu
Val
Arg
Glu
Glu
515
Gln
Pro
Val
Val
Lys
595
Asn
Asp
Val
Gly
Asp
675
Ala
Asn
Ala
Phe
Glu
755
Ser
Ser
Ala

Leu

Ala
335

Val
Ser
Ala
Lys
500
Glu
Glu
Asn
Val
Arg
580
Val
Asn
Val
Leu
Asp
660
Asp
Met
Arg
Gln
Ala
740
Gly
Trp
Ala
Val
Asp

320
His

Ala
Ile
Ile
485
Ala
Ile
Lys
Val
Leu
565
Pro
Asp
Glu
Phe
Asn
645
Tyr
Val
Ala
Ala
Asp
725
Asp
Tyr
Val
Thr
Gly

805
Asp

ES 2458015 Al

Arg Lys Trp Asp
455
Asp Gly Phe Lys
470
Gly Ile Leu Arg

Lys Ala Gly Ile

505
Tyr Glu Ala Leu

520
Ala Lys Gln Gln
535
Arg Lys Phe Asp
550

Asp Asp Tyr Gly

Tyr Val Gly Ser

585
His Lys Thr Pro

600
Glu Pro Gln Arg
615
Tyr Ser Phe Ser
630

Lys Ala Ala Glu

Leu Gly Asp Ala

665
Lys Asn Phe Gln

680
Ser Leu Asn Lys
695
Asp Ser Asp Ala
710

Met Ala Asn Lys

Val Val Met Lys

745
Glu Thr Gly Asn

760
Leu Ser Gly Ile
775
Leu Gly Ala Tyr
790

Ile Val Gly Ile

Lys Phe Ala Asp
825

Lys Asn

Tyr Arg

475

Thr Gly
490

Met Glu

Gly Phe
Ala Glu

Val Asp

555

Asn Val
570

Glu Lys

Glu Glu
Gln Asn

Met Asn

635

Val Ile
650

Tyr Lys

Gly Lys
Val Leu

Leu Ala

715

Leu Gly
730

Val Glu

Trp Gly
Ala Ser
Ala Leu

795
Leu Leu

810
Ala Leu

18

Asn
460
Val
Val
Lys
Asn
Asp
540
Val
Leu
Ala
Ile
Gln
620
Arg
Ser
Ser
Thr
Ser
700
Asn
Asn
Lys
Pro
Ala
780
Ser

Ala

Asn

Leu
Thr
Arg
Ile
Lys
525
Ala
Glu
Ser
Lys
Tyr
605
Ala
Asp
Asp
Leu
Ile
685
Asn
Val
Ile
Val
Leu
765
Val
Leu

Ala

Lys

Pro
Leu
Pro
Asn
510
Asp
Trp
Gln
Val
Ala
590
Glu
Lys
Arg
Ile
Ala
670
Arg
Pro
Trp
Ser
Arg
750
Met
Ala
Gly

Val

Glu
330

Arg
Asn
Tyr
495
His
Glu
Asp
Phe
Thr
575
Gly
Ala
Lys
Ile
Gly
655
Arg
Ser
Gly
Arg
Lys
735
Glu
Leu
Leu
Ala
Val

815
Ile

Glu
Asp
480
Val
Lys
Ser
Arg
His
560
Arg
Ile
Leu
Ala
Gln
640
Asn
Glu
Tyr
Phe
Ser
720
Ala
Lys
Glu
Gly
Pro
800

Gly

Ile
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N° de solicitud: 201231635

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 26.02.2014

Declaracién

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-4 Sl
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-4 Sl
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201231635

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Namero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 TANJI Y et al. "Escherichia coli detection by GFP-labeled 19.10.2004
lysozyme-inactivated T4 bacteriophage". Journal of

Biotechnology, 20041019 ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS,
AMSTERDAM, NL 19.10.2004 VOL: 114 No: 1-2 Pags: 11-20
ISSN 0168-1656 Doi: doi:10.1016/j.jbiotec.2004.05.011.

D02 MIYANAGA K et al. "Detection of Escherichia coli in the sewage 01.04.2006
influent by fluorescent labeled T4 phage". BIOCHEMICAL
ENGINEERING JOURNAL, 20060401 ELSEVIER,

AMSTERDAM, NL 01.04.2006 VOL: 29 No: 1-2 Pags: 119-124
ISSN 1369-703X Doi: doi:10.1016/j.bej.2005.03.016.

D03 BIRMELE M et al. "Characterization and validation of a 01.10.2008
bioluminescent bioreporter for the direct detection of Escherichia
coli". JOURNAL OF MICROBIOLOGICAL METHODS, 20081001
ELSEVIER, AMSTERDAM, NL 01.10.2008 VOL: 75 No: 2

Péags: 354-356 ISSN 0167-7012

Doi: doi:10.1016/j.mimet.2008.06.003.

D04 US 6821770 B1 (HOGAN JAMES J) 23.11.2004
D05 US 2006094034 A1 (BROUSSEAU ROLAND et al.) 04.05.2006

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencién, tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-4, es el uso de una mezcla de las proteinas GFP-
hadrurina, GFP-gp12 y GFP-colicina-S4 para la deteccién de Escherichia coli en un liquido.

Novedad (art. 6.1 de la Ley 11/1986 de Patentes) y Actividad Inventiva (art. 8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes).

Los documentos D01 y DO2 se consideran los mas cercanos del estado de la técnica. Estos documentos divulgan un
método para la deteccidn de E. coli basado en la utilizacion de la proteina SOC (small outer capside) de la capside a la que
se la une la proteina verde fluorescente (GFP). La muestra a analizar, se pone en contacto con el fago T4 e-/GFP, que
ademas de llevar la proteina GFP unida a SOC (como proteina fusion), tiene inactivada la lisoenzima responsable de la lisis
bacteriana. En el caso de que la muestra presente E. coli, ésta es infectada por el fago, pero no le provoca la lisis celular,
con lo que la intensidad de la fluorescencia sélo es debida a la presencia de la bacteria.

El documento D03 divulga un sistema de deteccion de E. coli, que consiste en el fago lambda que tiene integrado el gen luxl
y una célula que tiene un agente bioluminscente basado en lux.

Los documentos D04 yDO05 divulgan métodos para la deteccion de bacterias (entre ellas E. coli), mediante hibridacion de
acidos nucleicos de una muestra, purificados y amplificados, con sondas presentes en un microarray.

Ninguno de los documentos citados, tomados solos 0 en combinacién, revelan la invencion definida en las reivindicaciones
1-4. Ademas, en los documentos citados no hay sugerencias que dirijan al experto en la materia hacia la invencion definida
por dichas reivindicaciones. Por lo tanto, el objeto de la invencion, tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-4, es
nuevo en el sentido del art. 6.1 LP y se considera que implica actividad inventiva en el sentido del art. 8.1 LP.
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