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DESCRIPCION
Fosfatasa alcalina codén-optimizada y su expresion en levadura

La presente invencién se refiere a un procedimiento para la producciéon recombinada o expresién de la fosfatasa
alcalina eucariota. Ademas, la invencion se refiere a un ADN codén-optimizado que codifica para una fosfatasa
alcalina eucariota altamente activa con una actividad especifica de mas de 3000 U/mg. La invencion se refiere
asimismo a un procedimiento para la insercion de ADN en un vector para su expresion en células de levadura.

Las fosfatasas alcalinas (AP) son fosfomonoesterasas diméricas, no especificas que contienen zinc y que se
encuentran tanto en organismos procariotas como en organismos eucariotas, por ejemplo en E. Coli y en mamiferos
(McComb y otros, 1979 Alkaline Phosphatases, Plenum Press, Nueva York). La comparacion de la estructura
primaria de varias fosfatasas alcalinas evidencié una alto grado de homologia (25-30% de homologia entre E. Coli y
AP de mamiferos; Millan, 1988 Anticancer Res. 8, 995-1004; Harris, 1989 Clin. Chim. Acta 186, 133-150).

En el ser humano y en animales superiores, la familia de AP consiste en cuatro miembros que estén codificados en
diferentes sitios del gen (Millan, 1988 Anticancer Res. 8, 995-1004; Harris 1989 Clin. Chim. Acta 186, 133-150).
Pertenecen a la familia de las fosfatasas alcalinas las APs especificas para cada tejido (AP de placenta (PLAP), AP
de células germinales (GCAP) y AP de intestino (IAP)) y APs no especificas para los tejidos (TnAP), que estan
localizadas sobre todo en el higado, el rifién y los huesos.

Una caracteristica decisiva de las AP conocidas hasta el momento es la gran variabilidad en la actividad catalitica de
las AP de mamiferos que poseen un valor keats 10-100 veces superior al AP de E. Coli. Entre las AP de mamiferos
las AP del intestino bovino (bIAP) muestran las actividades especificas mas elevadas. Esta caracteristica hace que
las bIAP sean atractivas para aplicaciones bioquimicas tales como, por ejemplo, la utilizacion de los
correspondientes conjugados enzimaticos como reactivo diagnostico o para la desfosforilacion de ADN. La
existencia de diferentes fosfatasas alcalinas del intestino bovino con actividades especificas de diferentes
intensidades se describe en el documento EP 0 955 369 o en Manes y otros (1998), J. Biol. Chem. 273 No. 36,
23353-23360. Hasta el momento se ha descrito una expresion recombinante de fosfatasas alcalinas, eucariotas, de
baja actividad (hasta 3000 U/mg) en diferentes lineas de células eucariotas tales como, por ejemplo, células CHO
(bIAP /WO 93/18139; Weissig y otros, 1993, Biochem J. 260, 503-508), células COS (AP de placenta
humana/Berger y otros, 1987 Biochemistry 84, 4885-4889) o el sistema de expresion de Baculovirus (AP de placenta
humana/Davis y otros, 1992, Biotechnology 10, 1148-1150) también se ha descrito la expresion de APs de mayor
actividad (actividad especifica > 3000 U/mg) del intestino bovino en células CHO (blAP I, Ill y IV/Manes y oftros,
1998, J. Biol. Chem. 273 No. 36, 23353-23360). El inconveniente de la expresion de fosfatasas alcalinas en estos
sistemas de expresion es, sin embargo, el bajo rendimiento de expresion que hace que la fabricacién recombinante,
en especial de una AP altamente activa, no sea econdmica.

Una expresion de fosfatasas alcalinas eucariotas en huéspedes de expresion procariotas tales como, por ejemplo, E.
Coli es ciertamente posible en principio (AP de placenta humana/Beck and Burtscher, 1994 Protein Expression and
Purification 5, 192-197), sin embargo las fosfatasas alcalinas expresadas en procariotas no presentan glicosilacion,
la cual resulta ser esencial, en especial, para la fabricacion de conjugados enzimaticos.

Por lo tanto, la presente invencion tiene como objetivo desarrollar un procedimiento de expresion estable y resistente
para la fabricacion de fosfatasa alcalina eucariota glicosilada con una elevada actividad especifica, el cual facilite
ademas, debido a un alto rendimiento de expresion, una fabricacién econémica de la correspondiente fosfatasa
alcalina y, ademas, proporcione una enzima que es comparable en lo referente a sus propiedades tales como, por
ejemplo, la actividad especifica y la estabilidad térmica con la fosfatasa alcalina nativa de alta o de baja actividad
(disponible en el comercio, por ejemplo en Roche Diagnostics GmbH, Biozyme, Oriental Yeast).

Un primer objeto de la presente invencion es una cepa huésped transformada que se obtiene al llevar a cabo las
etapas (a), la clonacién de una secuencia genética codén-optimizada que codifica para una fosfatasa alcalina
eucariota en un primer vector de expresion con un gen de resistencia a un primer antibiético, y en un segundo vector
de expresion con un gen de resistencia a un segundo antibiotico; seguido de (b), la transformaciéon de un huésped
de levadura con el primer vector de expresion y la seleccidon de transformantes que tienen integrados en el genoma
por lo menos una copia del primer vector de expresién con la secuencia genética y el gen de resistencia al primer
antibiético, por medio de su crecimiento sobre un medio de cultivo con una baja concentracion del primer antibiético;
seguido de (c), el aumento del nimero de copias de genes del primer vector de expresion mediante transformacion
multiple con el primer vector de expresion, en el que la seleccion se realiza por medio del crecimiento sobre un
medio de cultivo con una concentracion mas elevada del primer antibiético comparada con la etapa (b); seguido de
(d), la transformacién de clones transformados del huésped con el maximo rendimiento de expresion en fosfatasa
alcalina con el segundo vector de expresion y la seleccion de transformantes que, ademas de las copias del primer
vector de expresion han incluido las copias del segundo vector de expresion con la secuencia genética y el gen
resistente al segundo antibidtico, por medio del crecimiento en un medio de cultivo con el segundo antibiético;
seguido de (e), el aumento del nimero de copias de genes del segundo vector de expresion por medio de la
transformacion multiple con el segundo vector de expresion, en el que la seleccion se realiza por medio del
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crecimiento sobre un medio de cultivo con una concentracion mas elevada del segundo antibiético comparada con la
etapa (d); seguido de (f), la seleccion de los clones que tienen integrados de forma estable en el genoma varias
copias de la secuencia genética y de los genes de resistencia a los marcadores de seleccion; y (g), la examinacion
de los clones obtenidos por la etapa (f) en cuanto a expresién elevada por medio de una prueba de actividad de la
fosfatasa alcalina; siendo el rendimiento de expresion de los clones obtenidos en la etapa (t) aumentado por el factor
4 con respecto a la expresién de los clones obtenidos en la etapa (b).

También es objeto de la invencion un cultivo liquido en un recipiente de cultivo que contiene un medio de cultivo,
metanol y una cepa huésped transformada, segun la invencion.

También es objeto de la invencién una biomasa que contiene una cepa huésped transformada, segun la invencion.

Asimismo, la presente memoria da a conocer un procedimiento para la obtencion de una fosfatasa alcalina eucariota
con una elevada actividad especifica en levadura, en especial en una levadura metilotréfica, que comprende las
siguientes etapas:

clonacion de una secuencia genética en diferentes vectores,
transformacion de la levadura,

expresion, y

purificacion de la fosfatasa alcalina,

caracterizado porque

a)
b)
c)
d)

(i) un primer vector presenta un gen de resistencia a un primer marcador de seleccion,

(ii) los transformantes que tienen integrados en el genoma el gen de resistencia y la secuencia
genética son seleccionados por su crecimiento sobre un medio de cultivo con una baja
concentracion del primer marcador de seleccion,

(iii) el numero de copias de genes es aumentado por transformacién multiple, siendo los
transformantes multiples seleccionados por su crecimiento sobre un medio de cultivo con una
elevada presion de seleccion,

(iv) se afade un segundo vector que presenta, ademas de la secuencia genética, un gen de
resistencia a un segundo marcador de seleccion,
(v) el numero de copias de genes es aumentado por transformacion multiple con el segundo vector,

siendo los transformantes multiples seleccionados por su crecimiento sobre un medio de cultivo
con una elevada presion de seleccion, y

(vi) se seleccionan aquellos clones que tienen integrados en el genoma de forma estable varias copias
de la secuencia genética y de los genes de resistencia a marcadores de seleccion.

Como secuencia genética resulta preferente una secuencia de ADN que codifica para una fosfatasa alcalina
eucariota que presenta una actividad especifica de mas de 3000 U/mg, en casos especiales de mas de 7000 U/mg
hasta aproximadamente 10.000 U/mg. Segun la invencion, ha resultado ser apropiada, por ejemplo, una secuencia
de ADN segun SEQ ID NO: 1. Resulta muy preferente una secuencia de ADN coddn-optimizada que corresponde al
nivel de aminoacidos a la secuencia genética SEQ ID NO: 1. Optimizacién de coddn significa que se optimiza cada
codon por mutacion silenciosa, es decir por modificaciones a nivel de ADN que, sin embargo, no tiene efectos a nivel
de aminoacidos, por ejemplo de SEQ ID NO: 1 para aumentar la traslacion en funciéon de las necesidades del
huésped de expresion seleccionado, debido a lo cual se conserva, por ejemplo, la secuencia genética segun SEQ ID
NO: 5. Sin embargo, también se pueden incorporar en el vector otras secuencias genéticas que la SEQ ID NO: 1
que codifican para fosfatasas alcalinas y, en su caso, estan codén-optimizadas tal como, por ejemplo, bIAPI, 1lI, IV
(DE 198 19 962 o EP 0 955 369). Resulta muy preferente para el procedimiento, segun la invencion, la utilizacién de
una secuencia genética codon-optimizada segun SEQ ID NO: 5. La correspondiente secuencia genética es clonada
entonces en un vector o en varios vectores que se eligen(n) en funcion del huésped a transformar.

Como huésped de levadura resultan apropiadas, en especial, las levaduras metilotrépicas como, por ejemplo,
levadura Pichia Pastoris, Hansenula polymorpha o también otras levaduras tales como, por ejemplo, Saccharomyces
cerevisiae, Yarrowia lipolytica o Schizosaccharomyces pombe. El experto en la materia conoce los vectores
adecuados tal como, por ejemplo, pPICAaA, pPIC9K, vectores Yes, pTEF1/Zeo, pYDI (por ejemplo, Invitrogen). El
vector de expresion generado de esta manera es transformado preferentemente en diferentes cepas de Pichia
pastoris e integrado de forma estable en el genoma. La integracion estable en el genoma de levadura tiene la
ventaja de que para la posterior produccién, por ejemplo, de la fosfatasa alcalina eucariota altamente activa en
fermentos de gran volumen no se precisa ninguna presion de seleccion. Integracion estable en el genoma significa
que el vector de expresion es integrado en el genoma de, por ejemplo, Pichia pastoris a través de una
recombinacion homologa vy, por lo tanto, se transmite de generacién en generaciéon como parte integral del genoma
de levadura (Cregg, J.M. y otros, Mol. Cell. Biol. 5 (1985), 3376-3385).

El aumento del nimero de copias de genes en la levadura metilotréfica se ha conseguido mediante transformacion
multiple aumentando simultdneamente la presion de seleccién con un marcador de seleccion adecuado, por ejemplo
un antibiético tal como, por ejemplo, Zeocin® o Geneticin (G418) o un marcador de Auxotrofia, seguido a lo cual sélo
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sobreviviran aquellos clones que tienen integradas en el genoma de forma estable varias copias del vector de
expresion. Para ser resistente a concentraciones superiores del antibiético utilizado como marcador de seleccion, es
necesario que los clones produzcan mas proteina de resistencia. Esto puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante
una integracion multiple del vector de expresidon que contiene, ademas del casete de expresion para la fosfatasa
alcalina altamente activa, por ejemplo, también el gen de resistencia al antibiético utilizado como marcador de
seleccion.

La tarea de fabricar de forma econdmica fosfatasa alcalina eucariota mediante un procedimiento de expresion
estable y resistente con un alto rendimiento de expresion solamente pudo conseguirse mediante la combinacion de
las medidas (i) hasta (vi) del procedimiento que se da a conocer por la presente memoria. Por ejemplo, la
transformacion de una cepa Pichia pastoris X-33 con un vector de expresion que contiene el gen blAPII, segun SEQ
ID NO: 1, no tendra el éxito deseado sin estas medidas (véase el ejemplo 1 y 2). Con este procedimiento se pudo
ciertamente aumentar de forma considerable el rendimiento de expresion en comparacién con la expresion de blAPII
en células CHO (Manes y otros, 1998 J. Biol. Chem., 273 No. 36, 23353-23360), pero el procedimiento no permite la
fabricacién de una fosfatasa alcalina recombinante desde una perspectiva econémica.

Una de las medidas necesarias para poner a disposicion el procedimiento, segun la invencion, es la sintesis de una
secuencia genética coddn-optimizada. A efectos de optimizar cada codén para la expresion en levadura se
necesitaba una completa sintesis “de novo” del gen de aproximadamente 1,5 kBp de longitud que codifica para la
fosfatasa alcalina eucariota altamente activa. Mediante reconversion de la secuencia de aminoacidos de la fosfatasa
alcalina eucariota altamente activa, segin SEQ ID Nr. 4 (bIAP-Il) se pudo optimizar cada coddn, siempre que fuera
necesario, aprovechando el codigo regenerado. A tal efecto se ha dividido el gen en 28 oligonucleétidos con una
longitud de 54 hasta 82 nucleétidos. Los oligonucleétidos han sido disefiados como una serie alterna de fragmentos
de hebra sentido y de hebra antisentido que se solapaban con sus extremos 5’ 6 3’ de forma complementaria con los
oligonucledtidos adyacentes. La zona de solapamiento se ha elegido de tal manera que durante la reaccion de
anillado (annealing) en la posterior reaccion PCR se impide en gran medida un enlace no especifico. Los
oligonucledtidos en el extremo 5 6 3’ del gen han sido dotados corriente arriba o corriente abajo de la zona
codificante de sitios de reconocimiento para las endonucleasas de restriccion que pueden ser utilizadas para una
posterior insercion del gen sintético segun SEQ ID Nr. 5 en vectores de expresion. Corriente arriba se incorpord un
sitio de reconocimiento para la endonucleasa de restriccién EcoRI y corriente abajo un sitio de reconocimiento para
la endonucleasa de restriccion Asp718. Las secuencias de los oligonucleétidos estan representadas en SEQ ID Nr. 6
hasta 33.

La sintesis del gen se ha llevado a cabo mediante una reaccion PCR. A tal efecto se ha dividido la zona codificante
primero en tres partes (oligonucleétidos 6 hasta 15, 16 hasta 23, 24 hasta 33) y estas partes se han generado en
reacciones PCR separadas. En la sintesis de un gen con oligonucleétidos complementarios solapantes mediante
una reaccion PCR se alarga el fragmento de gen gradualmente hasta conseguir el producto de longitud completa
que es amplificado a continuacién en otros ciclos. La temperatura de anillado se ajusta en este caso a la zona de
solapamiento con la temperatura de fusién mas baja.

A continuacion, las tres partes han sido analizadas mediante electroforesis en gel de agarosa, se aislaron del gel los
productos con la longitud esperada mediante el kit de extraccion de gel de QlAquick (Qiagen) y en otra reaccion
PCR se sintetizé el producto génico completo. La reaccion PCR se llevé a cabo en los primeros 5 ciclos sin adicion
de los iniciadores en el extremo 5’ y en el extremo 3’ del gen completo, de manera que primero se forman pocos
fragmentos del producto génico con la longitud esperada a partir de las tres partes. La temperatura de anillado se
ajusta en este caso a la zona de solapamiento con la temperatura de fusién mas baja. A continuacion se afiadieron
los iniciadores terminales y se aument6 la temperatura de anillado correspondientemente a la temperatura de
anillado del iniciador con la temperatura de fusion méas baja. En otros 25 ciclos se amplificé al alza el fragmento de
gen con la longitud esperada.

La solucion de PCR fue analizada mediante electroforesis en gel de agarosa y se aislé el fragmento de gen con el
tamafio esperado (kit de extraccion de gel de QlAquick/Qiagen).

La clonacién del correspondiente fragmento de PCR, la transformacion en Pichia pastoris, asi como la expresion se
describen en el ejemplo 3.

Con el gen coddn-optimizado para la fosfatasa alcalina altamente activa se pudo incrementar el rendimiento de
expresion por el factor 3 con respecto a los primeros ensayos con el gen natural.

Sin embargo, con estos clones todavia no se habia conseguido un procedimiento econémico para la fabricacion de
fosfatasa alcalina altamente activa.

Una medida para elevar el rendimiento de expresion de proteinas heterdlogas y homélogas en Pichia pastoris
consiste en el aumento del numero de copias de genes en la célula mediante transformacion multiple. Esta medida
puede servir para el aumento del producto de transcripcion, del mMARN del gen de destino. Se consigue un aumento
del numero de copias de genes mediante transformacion multiple de un clon con el vector de expresion, aumentando
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simultaneamente la presion de seleccion durante el subsiguiente crecimiento de los transformantes sobre placas de
cultivo con una concentracion elevada del antibiético utilizado como marcador de seleccion. En este caso, se vuelve
a hacer competente un clon de expresion que ya ha incorporado, como minimo, una copia del vector de expresion
del primer proceso de transformacion (véase el ejemplo 1) y se transforma otra vez con el vector de expresion. Se
seleccionan los transformantes que tienen integrados en el genoma varias copias del vector de expresién mediante
la colocacion en placas con una presion de seleccion mas alta, es decir en placas con una mayor concentracion del
antibidtico utilizado como marcador de seleccion (por ejemplo, Zeocin®) que en el primer proceso de transformacion.
Primero se detecta la concentracién mas alta del antibiético utilizado como marcador de selecciéon con la que los
clones del primer proceso de transformacion todavia pueden crecer y se aumenta consecuentemente la
concentracion del antibiético utilizado como marcador de seleccion en las placas de agar YPDS por encima del valor
umbral detectado, una vez realizada la transformacion adicional. Debido al aumento del numero de copias del vector
de expresion, también aumenta el nimero de copias del gen de resistencia que forma parte del vector de expresion
y, por lo tanto, también se consigue la resistencia a concentraciones mas altas del antibiético utilizado como
marcador de seleccién. Mediante la variacion de la concentracion del antibiético utilizado como marcador de
seleccién en las placas de cultivo (aproximadamente 100 hasta 2000 pg/ml) se pueden seleccionar también clones
con diferentes numeros de copias del vector de expresion en el genoma (véase el ejemplo 4).

Otra medida para incrementar el rendimiento de expresion de proteinas heterélogas y homélogas en levadura tal
como, por ejemplo, Pichia pastoris consisten en el aumento del niumero de copias de genes mediante seleccion
multiple. Esto se consigue mediante la transformacion de un clon de expresién que ya ha sido optimizado mediante
una transformacion multiple con un vector de expresion que contiene el casete de expresion con el gen de destino
(por ejemplo, el gen que codifica para la fosfatasa alcalina altamente activa, segin SEQ ID NO: 5) y un gen de
resistencia para el primer antibiético utilizado como marcador de seleccion (por ejemplo, Zeocin®), con un segundo
vector de expresion que contiene el gen de destino (por ejemplo, el gen que codifica para la fosfatasa alcalina
altamente activa segin SEQ ID NO: 5) y un gen de resistencia al segundo antibiético utilizado como marcador de
seleccion (por ejemplo, Geneticin (G418)). Durante la subsiguiente colocacién de los transformantes sobre placas de
cultivo que contienen el segundo antibiético como marcador de seleccion, se seleccionan sélo clones que han
integrado, ademas de las copias del vector de expresidon con gen de resistencia para el primer antibidtico utilizado
como marcador de seleccién, también, como minimo, una copia del vector de expresién con gen de resistencia al
segundo antibidtico utilizado como marcador de seleccion. Estos clones de expresién pueden ser sometidos, a su
vez, a otra transformacion multiple con el vector de expresion con gen de resistencia al segundo antibiético utilizado
como marcador de seleccién (véase el ejemplo 5).

Mediante la combinacion de las medidas de la transformacion mdltiple y la doble seleccidn se pudo incrementar el
rendimiento de expresion por el factor 4 con respecto al rendimiento de expresion de los clones del primer proceso
de transformacion con el gen codén-optimizado.

La fosfatasa alcalina recombinante puede ser extraida mediante métodos de extraccién, que son conocidos en
principio por el experto en la materia, por ejemplo “Protein Purification”, ed. Springer-Verlag, Director. Robert Scopes
(1982). Con métodos de separaciéon cromatograficos, especialmente utilizando materiales de columnas hidréfobas y
un intercambiador de cationes, se consigue un producto de bando limpio con una actividad especifica de mas de
7000 U/mg.

Para caracterizar la fosfatasa alcalina recombinante, altamente activa, se ha sometido el producto purificado a una
secuenciacion N-terminal.

Se ha determinado dominante la secuencia EAEAEFLIPA (SEQ ID NO: 36). La secuencia esta claramente en
correlacion con la secuencia N-terminal de la AP “LIPA” (SEQ ID NO: 37) y el péptido de enlace del constructo
EAEAEF (SEQ ID NO: 38) que se forma por la estrategia de clonacion de la secuencia genética en el vector y por la
separacion del péptido sefal de factor a por medio de una peptidasa sefial Kex2 (por ejemplo, Invitrogen).

Se ha examinado la estabilidad del producto de fosfatasa alcalina recombinante en comparacion con la fosfatasa
alcalina natural. Al someter la solucidon a una carga térmica (55°) se obtuvieron resultados comparables de las
muestras.

Con la presente invencion se describe, por lo tanto, por primera vez un procedimiento que hace posible una
fabricacién econémica de una fosfatasa alcalina recombinante a partir de células de mamiferos tales como, por
ejemplo, intestino bovino que posee propiedades comparables a la fosfatasa alcalina nativa, altamente activa, a
partir de intestino bovino y que esta glicosilada.

Asimismo, se describe con la presente invencion una secuencia de ADN segun SEQ ID NO: 5 como secuencia
genética codon-optimizada para la expresion del gen de la fosfatasa alcalina altamente activa Pichia pastoris.

Con la presente invencion, ademas, se da a conocer un vector que contiene SEQ ID NO: 5, muy preferente resulta
un vector pHAP10-3, segun la figura 2. pHAP10-3 es el vector pPICZaA, que est disponible en el comercio
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(Invitrogen) y que contiene el gen, segun la invencion, segun SEQ ID NO: 5 que esta bajo el control del promotor
AOX 1.

Asimismo, es objeto de la invencion una cepa huésped, segun la invencién, que ha sido transformada con los
vectores, segun la invencion. Muy preferente es la cepa Pichia pastoris X-33 transformada con el vector pHAP10-3.

Asimismo, es preferente un vector que contiene todo el casete de expresion de pHAP 10-3 que estd formado
substancialmente por el promotor AOX 1, el péptido sefial del factor a a partir de Saccharomyces cerevisiae, el gen
de destino coddn-optimizado, clonado en el marco de lectura correcto detras del péptido sefal, segun SEQ ID NO: 5,
que codifica para la fosfatasa alcalina altamente activa y la region de terminacién de transcripcion AOX 1 (véase la
figura 3). Muy preferente resulta el vector pHAP 10-3/9K que esta formado por el vector pPICOK (Invitrogen) que se
obtiene en el comercio y por el casete de expresién de pHAP 10-3 incluido el gen sintético, segun SEQ ID NO: 5.

Los vectores pHAP 10-3 y pHAP 10-3/K tienen la misma relevancia, ya que el clon de produccion final contiene
copias de ambos vectores.

También es objeto de la presente invencidon una cepa huésped, segun la invencion, que fue transformada por el
vector pHAP10-3/9K. Pero también son adecuados, a efectos de la presente invencion, otros vectores y cepas
conocidos por el experto en la materia tales como, por ejemplo, vectores YES, pYD1, pTEF 1/ZEO (Invitrogen) y
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharmyces pombe, Hansenula polymorpha, Yarrowia lipolytica v,
especialmente, Pichia pastoris X-33. De acuerdo con la invencién, resulta especialmente preferente la cepa Pichia
pastoris X-33 transformada con el vector pHAP10-3/9K.

Asimismo, la invencién da a conocer un procedimiento para la fabricacién de una fosfatasa alcalina eucariota,
altamente activa, mediante la expresion de la proteina en una cepa huésped, segun la invencion, que ha sido
transformada con un vector o con varios vectores, segun la invencion, en especial con el vector pHAP10-3 6
pHAP10-3/9K. Las cepas Pichia pastoris que han sido transformadas con los vectores de la invenciéon son muy

preferentes para el procedimiento, segun la invencién. Muy preferente resulta ser la cepa Pichia pastoris X-33 que
ha sido transformada con un vector pHAP 10-3 y con un vector pHAP 10-3/9K.

Figuras

Figura 1

Mapa de plasmido del vector de expresion pHAP-1 con el gen blAPII en pICZaA (Invitrogen).

Figura 2

Mapa de plasmido del vector de expresion pHAP10-3 con el gen sintético en pPICIK (Invitrogen).
Figura 3

Mapa de plasmido del vector de expresion pHAP10-3/9K con el gen sintético en pPICOK (Invitrogen).
Abreviaciones

YPD: Yeast Peptone Dextrose o levadura-peptona-dextrosa

YPDS: Yeast Peptone Dextrose Sorbitol o peptona-dextrosa-sorbitol de levadura

BMGY: Buffered Glyerol-complex médium o medio de complejo de glicerol tamponado
BMMY: Buffered Methanol-complex médium o medio de complejo de metanol tamponado

Ejemplo 1:

Clonacion del gen blAPII

El gen blAPII segun SEQ ID N° 1 (EP 0 955 369; Manes y otros, 1998, J. Biol. Chem. 273 N° 36, 23353-23360) se
ha dotado primero mediante PCR y la eleccién de un iniciador apropiado segun SEQ ID NO: 2 y 3 corriente arriba y
corriente abajo con interfaces de endonucleasa de restriccion adecuadas para la clonacion en vectores de expresion
para Pichia pastoris. De manera que se ha afadido corriente arriba la interfaz de endonucleasa de restriccion para
EcoRI y corriente abajo la interfaz de endonucleasa de restriccion Asp718 I.

El fragmento de PCR ha sido recortado con EcoRI y Asp718 | (Roche Diagnostics GmbH), aislado nuevamente (kit
de extraccion de gel de QlAquick/Qiagen) y seguidamente ligado en un fragmento de vector linearizado con EcoRI y
Asp718 | (Roche Diagnostics GmbH) y aislado (kit de extraccion de gel de QlAquick/Qiagen) del vector de expresién
pPICZaA (Invitrogen). En este vector el gen blAPII esta bajo el control del promotor AOX 1 (promotor para la oxidasa
de alcohol 1 a partir de Pichia pastoris, que puede ser inducida por metanol, y es clonado en el marco de lectura
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correcto detras del péptido sefial del factom a partir de Saccharomyces cerevisiae. El fragmento de gen insertado

de esta manera fue examinado, a continuacién, mediante un analisis de restriccidon y secuenciacién en cuanto a una
secuencia de base sin errores. El vector de expresion generado de esta manera que contiene el gen bIAPIlI que
codifica para la fosfatasa alcalina eucariota altamente activa ha recibido la denominacién pHAP-1 (véase la figura 1).

La transformacién de pHAP-1 en Pichia pastoris

Para transformar pHAP-1 en Pichia pastoris X-33 e integrarlo a continuacion en el genoma, primero se ha
linearizado el vector con Sacl (Roche Diagnostics GmbH). La transformacion se llevd a cabo mediante
electroporacion con el gen Pulser Il (Biorad).

A tal efecto se ha inoculado una colonia de la cepa natural de Pichia pastoris en 5 ml de medio YPD (Invitrogen) y se
ha incubado durante la noche a 30° C con agitacion. El cultivo de una noche ha sido inoculado, a continuacion
1:2000 en 200 ml de medio YPD fresco (Invitrogen) y ha sido incubado durante la noche a 30° C con agitacién, hasta
que se haya conseguido una ODego de 1,3-1,5. Las células fueron centrifugadas (1500 x g / 5 minutos) y el pellet fue
resuspendido en 200 ml de agua estéril helada (0°C). Las células fueren centrifugadas otra vez (1500 x g/5 minutos)
y resuspendidas en 100 ml de agua estéril y helada (0°C). Las células fueron centrifugadas otra vez, resuspendidas
en 10 ml de sorbitol 1 M (ICN) helado (0°C). Las células fueron centrifugadas otra vez, resuspendidas en 0,5 ml de
sorbitol 1 M (ICN) helado (0°C). Las células obtenidas de esta manera se han mantenido sobre hielo y se utilizaron
inmediatamente para la transformacion.

80 pl de las células fueron mezcladas con aproximadamente 1 ug de ADN de vector pHAP-1 linearizado y toda la
solucion fue transferida a una cubeta de electroporacion helada (0°C) e incubada otros 5 minutos sobre hielo. A
continuacion la cubeta fue transferida al pulsador de genes “Gene Pulser II” (Biorad) y se llevé a cabo la
transformacion con 1 kV, 1 kQ y 25 pF. Tras la electroporacion se mezclé la solucion con 1 ml de sorbitol 1M (ICN) vy,
a continuacion, se colocaron 100 a 150 pl sobre una placa de agar YPDS (Invitrogen) con 100 pg/ml de Zeocin®
(Invitrogen). Las placas fueron incubadas a continuacion durante 2-4 dias a 30°C.

Los clones fueron inoculados sobre una placa de rejilla MD (= dextrosa minima) y se siguié con el analisis. Los
clones crecidos fueron recogidos, resuspendidos en 20 yl de agua estéril, disgregados con 17,5 U de Lyticase
(Roche Diagnostics GmbH) (1 hora, 37°C) y examinados directamente mediante PCR en cuanto a la integracion
correcta del casete de expresion blAPII.

Los clones que tienen incorporados en el genoma el casete de expresion completo durante la transformacion han
sido utilizados después en ensayos de expresion.

Expresién de la fosfatasa alcalina altamente activa

Los clones positivos fueron inoculados en 3 ml de medio BMGY (Invitrogen) e incubados durante la noche a 30° C
con agitaciéon. A continuacion, se determiné la OD (= densidad éptica) a 600 nm y se inocularon en 10 ml de medio
BMMY (Invitrogen) de tal manera que resulte una ODgoo de 1. EI medio de BMMY (Invitrogen) contiene metanol
(Mallinckrodt Baker B.V.), que induce la expresion de la fosfatasa alcalina altamente activa a través del promotor
AOX 1.

Los matraces de agitacion fueron incubados a 30° C con agitacién, cada 24 horas se tomaron muestras, se
determind la ODeggo, se llevd a cabo un ensayo de actividad sobre la expresion de la fosfatasa alcalina altamente

activa y se realimento con el 0,5% de metanol (Mallinckrodt Baker B.V.) para su posterior induccion. Los ensayos de
expresion se desarrollaron durante mas de 96 horas.

Ejemplo 2:

Ensayo de la actividad de |a fosfatasa alcalina altamente activa

Se extrajeron 500 pl de cultivo de expresion, segun el ejemplo 1, se determind la ODsggo ¥ se centrifugaron las
células. El excedente se conservo y el pellet de células fue resuspendido en una cantidad adecuada de ODggo de Y-
PER™ (50 hasta 300 pl/Pierce) y agitado durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, el lisado fue
centrifugado para separar los restos de las células (15000 x g / 5 minutos) y el excedente se traslado a recipientes
de reaccion nuevos. 5 ul del lisado fueron afiadidos después en el ensayo de actividad.

Después, la prueba de actividad funciona segun el siguiente principio:

4-nitrofenilfosfato + H,O ------- - 4-nitrofenol + P;

Se mide el aumento de absorcion a 405 nm.
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3 ml de tampdn de dietanolamina (1mol/L dietanolamin (Merck) pH 9,8, 0,5 mmol/L MgCl, (Riedel de Haen)) fueron
mezclados con 50 ul de una solucidon de 4-nitrofenilfosfato (0,67 Mol/L 4—nitrofenilfosfato, sal de sodio (Roche
Diagnostics GmbH)) y atemperados a 37° C. A continuacion, se inicié la reaccidon mediante la adiciéon de 5 pl de
lisado y se determind la modificacién de la absorcién a 37°C durante 3 minutos y, a partir de ello, se calculd el
AE/min.

La actividad se calculé de acuerdo con la siguiente formula:

3,10 1
Actividad = === x AE/min x === [U/ml solucién de muestra]
€ x 0,005 x 1 Factor x

€=18,2[1x mmol™ x cm'1]
Factor x = Factor de concentracion después de la desintegracion de la célula

De forma analoga se ha determinado la actividad a partir del excedente del medio de los cultivos de expresion.

También en este caso se ha iniciado la reaccion con 5 pl del excedente, pero adicionalmente se ha afiadido 0,5 mM
ZnCly, respectivamente. El calculo se realizé sin el factor x.

Ejemplo 3:

Clonacion del fragmento PCR a partir de la sintesis del gen

El fragmento PCR fue recortado con EcoRI y Asp718 (Roche Diagnostics GmbH), aislado otra vez (kit de extraccion
de gel de QIAquick/Qiagen) y, seguidamente, ligado en un fragmento de vector linearizado con EcoRI y Asp718
(Roche Diagnostics GmbH) y aislado (kit de extraccion de gel de QlAquick/Qiagen) del vector de expresion pPIC&HA
(Invitrogen). En este vector, el gen sintético esta bajo el control del promotor AOX 1 (promotor para la oxidasa de
alcohol 1 a partir de Pichia pastoris, que puede ser inducido por metanol (Mallinckrodt Baker B.V.)) y es clonado en
el marco de lectura correcto detras del péptido sefial del daatqrartir de Sa ccharomyces cerevisiae. A
continuacion, el fragmento de gen insertado de esta manera ha sido examinado mediante analisis de restriccion y
secuenciacion en cuanto a una secuencia de base sin errores. El vector de expresion generado de esta manera que
contiene un gen sintético que codifica para la fosfatasa alcalina eucariota altamente activa, ha recibido la
denominacién pHAP10-3 (véase la figura 2).

Transformacion de pHAP10-3 en Pichia pastoris

Para la transformacion de pHAP10-3 en Pichia pastoris X-33 con subsiguiente integracién en el genoma, se ha
linearizado primero el vector con Sacl (Roche Diagnostics GmbH). La transformacion se ha llevado a cabo mediante
electroporacion con el pulsador de genes “Gene Pulser II” (Biorad). A tal efecto se ha inoculado una colonia de
Pichia pastoris en 5 ml de medio YPD (Invitrogen) y se ha incubado durante la noche a 30° C con agitacién. El
cultivo de una noche ha sido inoculado a continuacion 1:2000 en 200 ml de medio YPD fresco (Invitrogen) y ha sido
incubado durante la noche a 30° C con agitacion, hasta que se haya conseguido una ODggo de 1,3-1,5. Las células
fueron centrifugadas (1500 x g / 5 minutos) y el pellet fue resuspendido en 200 ml de agua estéril helada (0°C). Las
células fueren centrifugadas otra vez (1500 x g/5 minutos) y resuspendidas en 100 ml de agua estéril y helada (0°C).
Las células fueron centrifugadas otra vez, resuspendidas en 10 ml de sorbitol 1 M (ICN) helado (0°C). Las células
fueron centrifugadas otra vez, resuspendidas en 0,5 ml de sorbitol 1 M (ICN) helado (0°C). Las células obtenidas de
esta manera se han mantenido sobre hielo y se utilizaron inmediatamente para la transformacion.

80 pl de las células fueron mezcladas con aproximadamente 1 ug de ADN de vector pHAP10-3 linearizado y toda la
solucion fue transferida a una cubeta de electroporacion helada (0°C) e incubada otros 5 minutos sobre hielo. A
continuacioén, la cubeta fue transferida al pulsador de genes “Gene Pulser II” (Biorad) y se llevd a cabo la
transformacion con 1 kV, 1 kQ y 25 pF. Tras la electroporadin, se mezclé la solucidon con 1 ml de sorbitol 1M (ICN)
y, a continuacion, se colocaron 100 a 150 ul sobre una placa de agar YPDS (Invitrogen) con 100 ug/ml de Zeocin®
(Invitrogen). Las placas fueron incubadas a continuacion durante 2-4 dias a 30°C.

Los clones fueron inoculados sobre una placa de rejilla MD (= dextrosa minima) y se siguié con el analisis. Los
clones crecidos fueron recogidos, resuspendidos en 20 pl de agua estéril, disgregados con 17,5 U de Lyticase
(Roche Diagnostics GmbH) (1 hora, 37°C) y examinados directamente mediante PCR en cuanto a la integracion
correcta del casete de expresion de AP sintética.

Los clones que tienen incorporados en el genoma el casete de expresion completo durante la transformacién han
sido utilizados después en ensayos de expresion.
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Expresién de la fosfatasa alcalina altamente activa

Los clones positivos fueron inoculados en 3 ml de medio BMGY (Invitrogen) e incubados durante la noche a 30° C
con agitaciéon. A continuacién, se determiné la OD (= densidad 6ptica) a 600 nm y se inocularon en 10 ml de medio
BMMY (Invitrogen) de tal manera que resultase una ODggoo de 1. El medio de BMMY (Invitrogen) contiene metanol
(Mallinckrodt Baker B.V.), que induce la expresién de la fosfatasa alcalina altamente activa a través del promotor
AOX 1.

Los matraces de agitacion fueron incubados a 30° C con agitacion, cada 24 horas se tomaron muestras, se
determind la ODsggo, se llevd a cabo una prueba de actividad sobre la expresion de la fosfatasa alcalina altamente
activa y se realimento con el 0,5% de metanol (Mallinckrodt Baker B.V.) para su posterior induccion. Los ensayos de
expresion se desarrollaron durante mas de 96 horas.

Ensayo acerca de la actividad de la fosfatasa alcalina altamente activa

Se extrajeron 500 pl del cultivo de expresion, se determind la ODggo y se centrifugaron las células. El excedente se
conservo y el pellet de destino fue resuspendido en una cantidad adecuada de Y-PER™ (50 hasta 300 pl/Pierce) y
agitado durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, el lisado fue centrifugado para separar los restos de
la célula (15000 x g / 5 minutos) y el excedente se trasladd a recipientes de reaccion nuevos. 5 pl del lisado fueron
afiadidos después en la prueba de actividad.

La prueba de actividad se llevé a cabo tal como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 4:

Aumento del rendimiento de expresion mediante transformacién multiple

Los mejores clones de los ensayos de expresion fueron preparados para la electroporacion, tal como se ha descrito
anteriormente y transformados otra vez con 1 yg de ADN de vector pHAP10-3 linearizado y la solucién de la
transformacion fue colocada en placas de agar YPDS (Invitrogen) con 1000 hasta 2000 pg/ml de Zeocin®
(Invitrogen). Debido a ello, se aumenta la presion de seleccién de tal manera que sélo pueden crecer clones que
tienen integradas en el genoma varias copias del vector de expresiéon pHAP10-3 y, por lo tanto, también varias
copias del correspondiente gen de resistencia (en este caso, Zeocin®). La proteina de resistencia Zeocin® es el
producto del Bleomycingens de Streptoalloteichus hindusstanus (Chalemls, T. y otros, Curr. Genet. 20 (1991), 309-
314; Drocourt, D. y otros, Nucleic Acid Research 18 (1990), 4009), que liga el Zeocin® en una relacién
estequiométrica de concentracién y confiere, por lo tanto, a la célula resistencia con respecto a Zeocin®. Cuanto
mas elevada es la concentracion en Zeocin® en las placas de agar YPDS, tanta mas proteina de resistencia ha de
generar la célula para ligar el Zeocin® cuantitativamente y, de esta manera, hacer posible el crecimiento. Esto es
posible, entre otras cosas, cuando se integran multiples copias del gen de resistencia en el genoma. Los clones han
sido inoculados sobre placas de rejilla MD tal como se ha descrito anteriormente y han sido examinados, asimismo
tal como se ha descrito anteriormente, mediante un analisis PCR en cuanto a la correcta integracion del casete de
expresion haAP (fosfatasa alcalina altamente activa). A continuacién, se han sometido estos clones asimismo a un
ensayo acerca de su actividad haAP, tal y como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 5:

Incremento del rendimiento de expresién mediante la utilizacién de una segunda presion de seleccién

Aumentando la concentracién de Zeocin® por encima de 2000 pg/ml no se consiguié un mejor rendimiento de
expresion de la fosfatasa alcalina altamente activa. Para aumentar mas el numero de copias del gen segun SEQ ID
NO: 5, que codifica para la fosfatasa alcalina altamente activa y estd codén-optimizado para la expresion en
levadura, en los clones de expresidon se ha seleccionado a través de la segunda presion de seleccion,
preferentemente G418 (Roche Diagnostics GmbH) la integracion de vectores de expresion adicionales en el genoma
de los clones de expresion con el mas alto rendimiento de expresion, los cuales se han obtenido en los ejemplos 3 y
4. Con tal fin, todo el casete de expresion de pHAP10-3, formado por el promotor AOX 1, el péptido sefial del factor
a a partir de Saccharomyces cerevisiae, el gen codon-optimizado para la fosfatasa alcalina altamente activa segun
SEQ ID NO: 5 y la regién de terminacion de transcripcion AOX 1, ha sido aislado mediante PCR por iniciadores
adecuadamente elegidos y clonado en el vector pPIC9K, tal como se describe mas adelante, cuya integracion en el
genoma de Pichia pastoris es seleccionada a través de G418 (Roche Diagnostics GmbH). Los iniciadores estan
representados en SEQ ID NO: 34 y 35.

Se analiz6 la solucién de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa, se aislé el fragmento de gen con el
tamafio esperado (kit de extraccion de gel de QlAquick/Qiagen), se recorté con Sacl y Notl (Roche Diagnostics
GmbH), seguidamente se volvi6 a aislar a partir del gel de agarosa (kit de extraccion de gel de QIAquick/Qiagen) y
se ligo en un fragmento de vector de pPICOK, linealizado y aislado asimismo con Sacl/Notl (Roche Diagnostics
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GmbH). De esta manera se habia garantizado que todo el casete de expresion de pHAP10-3 estaria presente en
pPIC9K de forma idéntica. El fragmento insertado fue examinado mediante andlisis de restriccion y secuenciacion
con las regiones adyacentes. El vector de expresién generado de esta manera fue denominado pHAP10-3/9K
(véase la figura 3).

Los clones con el mayor rendimiento de expresién haAP de la transformacion multiple con pHAP10-3 (resistencia a
Zeocin) fueron preparados para la electroporacion tal como se ha descrito anteriormente y transformados, tal como
se ha descrito anteriormente, con 1 ug de fragmento de vector de pHAP10-3/9K) linearizado con Sacl (Roche
Diagnostics GmbH). La solucién de transformacion fue conservada, a continuacion, entre 1y 3 dias a4°C en 1 M de
sorbitol (ICN) (para formar la resistencia a G418) y luego se colocaron 100 hasta 200 pl en placas YPD (Invitrogen)
con 1,2 6 4 mg/ml G418 (Roche Diagnostics GmbH), respectivamente, y se incubaron durante 3 a 5 dias a 30°C. Los
clones resultantes de ello fueren examinados otra vez, tal como se ha descrito, a través de la prueba de actividad en
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cuanto a una expresion superior de la fosfatasa alcalina eucariota, altamente activa.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Roche Diagnostics GmbH
<120> Expresion de fosfatasa alcalina en residuo

<130> 5387/00/

<140>
<141>
<160> 38

<170> Patente v. 2.1

<210> 1
<211> 1476
<212> ADN
<213> Bovino
<400> 1

gaattcctca
gcccttgatg
ttcttggggg
atgaatggca
ctgtccaaga
tacctgtgtg
aatcagtgca
gcagggaagg
gcctacgecge
cagaagaatg
atcctgggtyg
gatgatgcca
gccaagcacce
gactccagtg
cagcaagacc
ctgagcagga
caccatgacg

‘gccaaggcta

tcccatgtcet
cccggcaagyg
tatgcgcttg
taccggcagce
gtgttcgege
gcgcacatca
cccgcecacceg

<210> 2
<211>40
<212> ADN

tcccagetga
tagccaagaa
atgggatggg
aactgggacc
catacaacgt
gggtcaaggg
acacgacacg
ccgtgggagt
acacggtgaa
gctgccagga
gaggccgaat
gtgtgaatgg
agggagccca
taacacacct
acaccaagga
acccecegggg
gcaaagctta
acgagctcac
tctcttttgg
ccttagacag
gcgggggctc
aggcggcegt
gaggcecgea
tggcctttgce
ccaccagcat

<213> Secuencia artificial

<220>

ggaggaaaac
gttgcagceg
ggtgcctacg
tgagacaccc
ggacagacag
d3actacaga
tgggaatgag
ggtgaccacc
ccgaaactgg
catcgccgcea
gtacatgttt
agtccggaag
gtatgtgtgg
catgggcctc
cccgaccctyg
cttctacctc
tatggcactg
tagcgaactg
tggctacaca
caagtcctac
gaggcccgat
gcecctggcet
ggcgcacctg
gggctgcgtyg
cccecgactag

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial

<400> 2

gcgcgaattc ctcatcccag ctgaggagga aaaccccgec 40

<210> 3
<211> 36

cccgecttet
atccagacag
gtgacagcca
ctggcecatgg
gtgccagaca
accatcggtg
gtcacgtctg
accagggtgc
tactcagacg
cagctggtct
cctgagggga
gacaagcaga
aaccgcactg
tttgagccgg
gcggagatga
ttcgtggagg
actgaggcga
gacacgctga
ctgcgtggga
accteccatcc
gttaatggca
agcgagaccc
gtgcacggcg
gagccctaca
ggtacc

10

ggaaccgcca
ctgccaagaa
ctcggatcct
accagttccc
gcgcaggcac
taagtgcagce
tgatcaaccg
agcatgccte
ccgacctgcec
acaacatgga
ccccagacce
acctggtgca
cgctecttca
cagacatgaa
cggaggcgge
gaggccgcat
tcatgtttga
tcecttgtcac
cctccatttt
tctatggcaa
gcacaagcga
acgggggcega
tgcaggagga
ccgactgcaa

ggcagcccag
tgtcatccte
aaaggggcag
atacgtggcet
tgccactgcce
cgccecgctac
ggccaagaaa
cccagececggyg
tgctgatgca
tattgacgtg
tgaataccca
ggaatggcag
ggcggccgat
gtataatgtt
cctgcaagtg
tgaccacggt
caatgccatc
tgcagaccac
cggtctggcc

-tggcccaggc

ggaaccctca
agacgtggceg
gaccttcgtg
tctgccagce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1476
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial

<400> 3
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cgcgggtacc ctagtcgggg atgctggtgg cggtgg 36

<210> 4

<211> 487
<212> PRT
<213> Bovino

<400> 4

Leu

1

Ala

Ala

Val

Pro

65

Lys

Thr

Ser

val

val

145

Ala

Asp

Asn

Pro

Gly
225

Ile

Gln

Lys

Thr

50

Glu

Thr

Ala

Ala

Thr

130

Val

His

Ala

Met

Glu

210

Val

Pro

Ala

Asn

35

Ala

Thr

Tyr

Tyr

Ala

115

Ser

Thr

Thr

Gln

Asp

195

Gly

Arg

Ala

Leu

20

Val

Thr

Pro

Asn

Leu

100

Ala

Val

Thr

Val

Lys

180

Ile

Thr

Lys

Glu

Asp

Ile

Arg

Leu

val

85

Cys

Arg

Ile

Thr

Asn

165

Asn

Asp

Pro

Asp

Glg
val
Leu
Ile
Ala

70
Asp
Gly
Tyr
Asn
Arg
150
Arg
Gly
val

Asp

Lys
230

Glu

Ala

Phe

Leu

55

Met

Arg

Val

Asn

Arg

135

Val

Asn

Cys

Ile

Pro

215

Gln

Asn
Lys
Leu

40
Lys
Asp
Gln
Lys
Gln
120
Ala
Gln
Trp
Gln
Leu
200

Glu

Asn

Pro
Lys

25
Gly
Gly
Gln
Val
Gly
105
Cys
Lys
His
Tyr
Asp
185
Gly

Ty

Leu

11

Ala

10
Leu
Asp
Gln
Phe
Pro

90
Asn
Asn
Lys
Ala
Ser
170
Ile
Gly

Pro

Val

Phe

Gln

Gly

Met

Pro

75

Asp

Tyr

Thr

Ala

Ser

155

Asp

Ala

Gly

Asp

Gln
235

Trp Asn

Pro Ile

Met Gly
45

Asn Gly
60

Tyr Val

Ser Ala

Arg Thr

Thr Arg
125

Gly Lys
140

Pro Ala

Ala Asp

Ala Gln

Arg Met
205

Asp Ala
220

Glu Trp

Arg

Gln

30
Val
Lys
Ala
Gly
Ile
110
Gly
Ala
Gly
Leu
Leu
190
Tyr

Ser

Gln

Gln

15

Thr

Pro

Leu

Leu

Thr

95

Gly

Asn

Val

Ala

Pro

175

Val

Met

Val

Ala

Ala

Ala

Thr

Gly

Ser

80

Ala

Val

Glu

Gly

Tyr

160

Ala

Tyr

Phe

Asn

Lys
240
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His Gln Gly Ala Gln Tyr Val Trp
245

Ala Asp Asp Ser Ser Val Thr His
260

Asp Met Lys Tyr Asn Val Gln Gln
275 280

Ala Glu Met Thr Glu Ala Ala Leu
290 295

Gly Phe Tyr Leu Phe Val Glu Gly
305 310

Asp Gly Lys Ala Tyr Met Ala Leu
325

Ala Ile Ala Lys Ala Asn Glu Leu
340 )

Leu Val Thr Ala Asp His Ser His
355 360

Leu Arg Gly Thr Ser Ile Phe Gly
370 375

Ser Lys Ser Tyr Thr Ser Ile Leu
385 390

Leu Gly Gly Gly Ser Arg Pro Asp
405

Pro Ser Tyr Arg Gln Gln Ala Ala
420

Gly Gly Glu Asp Val Ala Val Phe
435 440

Val His Gly Val Gln Glu Glu Thr
450 455

Ala Gly Cys Val Glu Pro Tyr Thr
465 470

Thr Ala Thr Ser Ile Pro Asp
485

<210>5

<211> 1476

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 5

Asn Arg
250

Leu Met
265

Asp His

Gln Vval

Gly Arg

Thr Glu

330

Thr Ser
345

Val Phe
Leu Ala
Tyr Gly
Val Asn

410
Val Pro
425
Ala Arg

Phe Vval

Asp Cys

12

Thr

Gly

Thr

Leu

Ile

315

Ala

Glu

Ser

Pro

Asn

385

Gly

Leu

Gly

Ala

Asn
475

Ala
Leu
Lys
Ser
300
Asp
Ile
Leu
Phe
Gly
380
Gly
Ser
Ala
Pro
His
460

Leu

Leu

Phe

Asp

285

Arg

His

Met

Asp

Gly

365

Lys

Pro

Thr

Ser

Gln

445

Ile

Pro

Leu

Glu

270

Pro

Asn

Gly

Phe

Thr

350

Gly

Ala

Gly

Ser

Glu

430

Ala

Met

Ala

Gln

255

Pro

Thr

Pro

His

Asp

335

Leu

Tyr

Leu

Tyr

Glu

415

Thr

His

Ala

Pro

Ala

Ala

Leu

Arg

His

320

Asn

Ile

Thr

Asp

Ala

400

Glu

His

Leu

Phe

Ala
480
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gaattcttga
gctttggatg
tttttgggtg
atgaatggta
ttgtctaaga
tacttgtgtyg
aatcaatgta
gctggtaagg
gcttacgctc
caaaagaatg
attttgggtg
gatgatgctt
gctaagcatc
gattctagtg
caacaagatc
ttgtctagaa
catcatgatg
gctaaggcta
agtcatgttt
ccaggtaagg
tatgctttgg
tacagacaac
gtttttgcta
gctcatatta
ccagctactg

<210> 6
<211>78
<212> ADN

ttccagctga
ttgctaagaa
atggtatggg
agttgggtcc
cttacaatgt
gtgttaaggg
atactactag
ctgttggtgt
atactgttaa
gttgtcaaga
gtggtagaat
ctgttaatgg
éaggtgctca
ttactcattt
atactaagga
atccaagagg
gtaaggctta
atgaattgac
tttcttttgg
ctttggatag
gtggtggttc
aagctgétgt
gaggtccaca
tggcttttgce
ctactagtat

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2384 108 T3

agaagaaaat
gttgcaacca
tgttccaact
agaaactcca
tgatagacaa
taattacaga
aggtaatgaa
tgttactact
tagaaattgg
tattgctgct
gtacatgttt
tgttagaaag
atatgtttgg
gatgggtttg
tccaactttg
tttttacttg
tatggctteg
ttctgaattg
tggttacact
taagtcttac
tagaccagat
tccattggct
agctcatttg
tggttgtgtt
tccagattaa

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial

<400> 6

gcgcgaattc ttgattccag ctgaagaaga
tcaagctttg gatgttgc

<210>7
<211>70
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Artificia

<400> 7

Ccaaaaacaa aataacattc ttagcagcag

Cccaaagcttg

<210> 8
<211>69
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial

<400> 8

ccagcttttt
attcaaactg
gttactgcta
ttggctatgg
gttccagatt
actattggtg
gttacttctg
actagagttc
tactctgatg
caattggttt
ccagaaggta
gataagcaaa
aatagaactg
tttgaaccag
gctgaaatga
tttgttgaag
actgaagcta
gatactttga
ttgagaggta
acttctattt
gttaatggta
agtgaaactc
gttcatggtg
gaaccataca
ggtacc

ggaatagaca
ctgctaagaa
ctagaatttt
atcaatttcc
ctgctggtac
tttctgetge
ttattaatag
aacatgcttc
ctgatttgcc
acaatatgga
ctccagatcc
atttggttca
ctttgttgca
ctgatatgaa
ctgaagctgc
gtggtagaat
ttatgtttga
ttttggttac
cttctatttt
tgtatggtaa
gtactagtga
atggtggtga
ttcaagaaga
ctgattgtaa

agctgctcaa
tgttattttg
gaagggtcaa
atacgttgct
tgctactgct
tgctagatac
agctaagaag
tccagctggt
agctgatgct
tattgatgtt
agaataccca
agaatggcaa
agctgctgat
gtataatgtt
tttgcaagtt
tgatcatggt
taatgctatt
tgctgatcat
tggtttggct
tggtccaggt
agaaccatct
agatgttgct
aacttttgtt
tttgccagct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1476

aaatccagct ttttggaata gacaagctgc 60

18

tttgaattgg ttgcaacttc ttagcaacat 60

13
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gaatgttatt ttgtttttgg gtgatggtat gggtgttcca actgttactg ctactagaat 60

tttgaaggg 69

<210>9

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 9

ggaaattgat ccatagccaa tggagtttct ggacccaact taccattcat ttgacccttc 60
aaaattctag . 70

<210> 10

<211>71

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 10

gctatggatc aatttccata cgttgctttg tctaagactt acaatgttga tagacaagtt 60
ccagattctg c 71

<210> 11

<211>71

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Artificial
<400> 11

ccaatagttc tgtaattacc cttaacacca cacaagtaag cagtagcagt accagcagaa 60
tctggaactt g ' 71

<210> 12

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 12

gtaattacag aactattggt gtttctgctg ctgctagata caatcaatgt aatactacta 60
gaggtaatga ag 72

<210> 13
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<211>74

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 13

agtaacaaca ccaacagcct taccagcctt cttagctcta ttaataacag aagtaacttc 60
attacctcta gtag 74

<210> 14

<211>74

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 14

gctgttggtg ttgttactac tactagagtt caacatgctt ctccagctgg tgcttacgct 60
catactgtta atag 74

<210> 15

<211> 68

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 15

caaccattct tttgadcatc agctggcaaa tcagcatcag agtaccaatt tctattaaca 60
gtatgagc 68

<210> 16

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 16 gatgctcaaa agaatggttg tcaagatatt gctgctcaat tggtttacaa tatgg 55
<210> 17

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 17

ccttctggaa acatgtacat tctaccacca cccaaaataa catcaatatc catattgtaa 60
accaattgag ca ’ 72

<210> 18

<211> 71

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 18

gtacatgttt ccagaaggta ctccagatcc agaataccca gatgatgctt ctgttaatgg 60

tgttagaaag g 71

<210> 19

<211>73

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 19

catattgagc accttgatge ttagettgec attcttgaac caaattttge ttatcctttc 60
taacaccatt aac 73

<210> 20

<211> 71

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 20

gcatcaaggt gctcaatatg tttggaatag aactgctttg ttgcaagctg ctgatgattc 60
tagtgttact c 71

<210> 21

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Artificial
<400> 21

cttcatatca gctggttcaa acaaacccat caaatgagta acactagaat catc 54
<210> 22

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Artificial
<400> 22 gaaccagctg atatgaagta taatgttcaa caagatcata ctaaggatcc aactttggc 59
<210> 23

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Artificial
<400> 23
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cctcttggat ttctagacaa aacttgcaaa gcagcettcag tcatttcage caaagttgga 60
tccttag 67

<210> 24

<211>69

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 24

gtctagaaat ccaagaggtt tttacttgtt tgttgaaggt ggtagaattg atcatggtca 60
tcatgatgg 69

<210> 25

<211>73

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Artificial
<400> 25

ccttagcaat agcattatca aacataatag cttcagtcaa agccatataa gccttaccat 60
catgatgacc atg 73

<210> 26

<211>74

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 26

.gataatgcta ttgctaaggc taatgaattg acttctgaat tggatacttt gattttggtt 60
actgctgatc atag 74

<210> 27

<211>73

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 27

ccaaaccaaa aatagaagta cctctcaaag tgtaaccacc aaaagaaaaa acatgactat 60
gatcagcagt aac 73

<210> 28

<211>73

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

17
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: Artificial
<400> 28

cttctatttt tggtttggct ccaggtaagg ctttggatag taagtcttac acttctattt 60
tgtatggtaa tgg 73

<210> 29

<211>76

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 29

ctagtactac cattaacatc tggtctagaa ccaccaccca aagcataacc tggaccatta 60
ccatacaaaa tagaag 76

<210> 30

<211>77

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Artificial
<400> 30

gatgttaatg gtagtactag tgaagaacca tcttacagac aacaagctgc tgttccattg 60
gctagtgaaa ctcatgg 77

<210> 31

<211>73

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 31

caccatgaac caaatgagct tgtggacctc tagcaaaaac agcaacatct tcaccaccat 60
gagtttcact agce 73

<210> 32

<211>74

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 32

gctcatttgg ttcatggtgt tcaagaagaa acttttgttg ctcatattat ggcttttgct 60
ggttgtgttg aacc 74

<210> 33
<211> 82

18
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Artificial
<400> 33

gcgeggtacc ttaatctgga atactagtag cagtagetgg agetggcaaa ttacaatcag 60
tgtatggttc aacacaacca gc ) 82

<210> 34

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Artificial
<400> 34

gcgcegcectag gagatctaac atccaaagac g 31
<210> 35

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Artificial
<400> 35

cgcgcgctag cggatccgca caaacgaag 29
<210> 36

<211>10

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae
<400> 36

Glu Ala Glu Ala Glu Phe Leu Ile Pro Ala
1 5 10

<210> 37

<211>4

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae
<400> 37

Leu Ile Pro Ala
1l
<210> 38
<211> 6
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae
<400> 38

Glu Ala Glu Ala Glu Phe
1 5
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REIVINDICACIONES
1. Cepa huésped transformada que se obtiene al llevar a cabo las etapas

(a) clonacién de una secuencia genética codon-optimizada que codifica para una fosfatasa alcalina eucariota en un
primer vector de expresién con un gen de resistencia a un primer antibidtico, y en un segundo vector de expresion
con un gen de resistencia a un segundo antibiético; seguido de

(b) transformacion de un huésped de levadura con un primer vector de expresion y la seleccion de transformantes
que tienen integrados en el genoma, por lo menos, una copia del primer vector de expresion con una secuencia
genética y el gen de resistencia al primer antibiético, por medio de su crecimiento sobre un medio de cultivo con una
baja concentracion del primer antibiético; seguido de

(c) aumento del nimero de copias de genes del primer vector de expresion mediante transformacion multiple con el
primer vector de expresion, en el que la seleccidn se realiza por medio del crecimiento sobre un medio de cultivo con
una concentraciéon mas elevada del primer antibiético comparada con la etapa (b); seguido de

(d) transformaciéon de clones transformados del huésped con el maximo rendimiento de expresion en fosfatasa
alcalina con el segundo vector de expresion y la seleccion de transformantes que, ademas de las copias del primer
vector de expresion han incluido las copias del segundo vector de expresion con la secuencia genética y el gen
resistente al segundo antibidtico, por medio del crecimiento en un medio de cultivo con el segundo antibidtico;
seguido de

(e) aumento del numero de copias de los genes del segundo vector de expresion por medio de la transformacion
multiple con el segundo vector de expresién, en el que la seleccion se realiza por medio del crecimiento sobre un
medio de cultivo con una concentracién mas elevada del segundo antibiético comparada con la etapa (d); seguido
de

(f) selecciéon de los clones que tienen integrados de forma estable en el genoma varias copias de la secuencia
genética y de los genes de resistencia a los marcadores de seleccion; y

(g) examinacion de los clones obtenidos en la etapa (f) en cuanto a su expresion elevada por medio de una prueba
de actividad de la fosfatasa alcalina;

siendo el rendimiento de expresion de los clones obtenidos en la etapa (f) aumentado por el factor 4 con respecto a
la expresion de los clones obtenidos en la etapa (b).

2. Cepa huésped transformada, segun la reivindicaciéon 1, caracterizada porque la secuencia genética codon-
optimizada SEQ ID NO: 1, que se ha obtenido a partir del primer y del segundo vectores de expresion, es de
mutacion silenciosa.

3. Cepa huésped transformada, segun la reivindicacion 2, caracterizada porque la secuencia genética codon-
optimizada que se ha obtenido a partir del primer y del segundo vectores de expresién es SEQ ID NO: 5.

4. Cepa huésped transformada, segun la reivindicacién 3, caracterizada porque la secuencia genética coddn-
optimizada es proporcionada por una sintesis “de novo”.

5. Cepa huésped transformada, segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque el huésped de
levadura es Pichia pastoris o Hansenula polymorpha.

6. Cepa huésped transformada, segun la reivindicacion 5, caracterizada porque el huésped de levadura es la cepa
Pichia pastoris X33.

7. Cepa huésped transformada, segun una de las reivindicaciones 5 y 6, caracterizada porque el producto del
Bleomycingens de Streptoalloteichus hindustanos es el producto del gen de resistencia al primer vector de
expresion.

8. Cepa huésped transformada, segun la reivindicacién 7, caracterizada porque el primer antibiético es Zeocin®.

9. Cepa huésped transformada, segun una de las reivindicaciones 5 a 8, caracterizada porque el segundo
antibiético es G418.

10. Cepa huésped transformada, segun una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizada porque la secuencia
genética esta presente en un casete de expresion en el marco de lectura correcto detras de la secuencia codificando
el péptido sefal del factor alfa a partir de Saccharomyces cerevisiae.

11. Cepa huésped transformada, segun la reivindicacion 10, caracterizada porque el casete de expresion contiene
el promotor AOX 1y la regién de terminacién de transcripcién AOX 1.

12. Cepa huésped transformada, segin una de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizada porque la cepa huésped
expresa y glicosila fosfatasa alcalina altamente activa.

20
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13. Cultivo liquido en un recipiente de cultivo que contiene un medio de cultivo, metanol y una cepa huésped
transformada, segun la reivindicacion 11.

14. Biomasa que contiene una cepa huésped transformada, segun la reivindicacion 12.
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