ES2420105T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacion: 2 420 105
@Eint. cl.

C12N 15/12 (2006.01)

A23L 3/36 (2006.01)
CO7K 14/46 (2006.01)
C12N 1/21 (2006.01)

C12N 15/81 (2006.01)
C12P 21/02 (2006.01)
C12N 1/19 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  01.07.1996  E 05075582 (6)
Fecha y numero de publicacién de la concesién europea: 29.05.2013  EP 1614753

Tl'tulo: Expresion de péptidos anticongelantes de peces marinos en un organismo de calidad
alimentaria y su aplicacion en productos alimentarios

Prioridad: @ Titular/es:

05.07.1995 EP 95201842 UNILEVER N.V. (100.0%)
10.10.1995 EP 95202732 Weena 455
3013 AL Rotterdam , NL
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: .
22 082013 MUSTERS, WOUTER ;

VAN WASSENAAR, PIETER y
CHAPMAN, JOHN W.

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2420 105 T3

DESCRIPCION

Expresion de péptidos anticongelantes de peces marinos en un organismo de calidad alimentaria y su aplicacion en
productos alimentarios

1. Introduccién

La sangre de los peces polares esta protegida de la congelacion mediante la presencia de péptidos anticongelantes.
Estos péptidos anticongelantes se pueden clasificar en cuatro tipos de acuerdo con sus estructuras (Davies y Hew,
1990). Los AFP de tipo | son ricos en alanina con residuos de treonina y asparagina espaciados de manera regular y
tienen una conformacion en hélice a. Los AFP de tipo Il tienen un alto contenido caracteristico en cisteina (8 %).
Los AFP de tipo Ill son pequefios péptidos globulares (con aproximadamente una longitud de 64 aminoacidos). El
grupo final, las glicoproteinas anticongelantes, tienen un motivo repetido de tripéptido que se une a un disacarido
especifico. Todos estos péptidos comparten la propiedad no coligativa de la depresion del punto de congelacion y la
inhibicion del crecimiento del cristal de hielo. Estas caracteristicas pueden encontrar aplicacién en la alteracion del
estado del cristal de hielo de los productos congelados. Como es poco probable que la purificacion de estos péptidos
a partir de la sangre de los peces sea un procedimiento econémicamente viable, se ha buscado un procedimiento
para la produccion a granel de los AFP usando la moderna biotecnologia.

Un primer trabajo sobre la produccion de péptidos anticongelantes en microorganismos se centrd sobre la expresion
de los AFP de tipo | en levaduras y Escherichia coli (Warren y col., 1993, McKown y col., 1991). Como E. coli tiene la
capacidad de producir toxinas, no se considera generalmente esta bacteria como segura (GRAS), lo que plantea
problemas para su uso en la produccién de AFP destinados a aplicacién en la industria de alimentos.

Se conocen cepas de levaduras similares a Saccharomyces cerevisiae que se consideran organismos GRAS, que a
diferencia de E. coli, tienen la capacidad de segregar proteinas heterélogas en el medio de crecimiento que facilitan
el procesamiento del producto corriente abajo. La levadura es, por tanto, un organismo huésped atractivo para la
produccion de una variedad de proteinas heterélogas (Romanos y col., 1992).

Los primeros informes de produccion de AFP en levaduras se refieren a la acumulacion intracelular de una fusién de
una AFP de tipo | sintética con una proteina A truncada de Staphylococcus aureus (Warren y col., 1993). Se
reivindicd que este péptido protegia a la levadura frente a los efectos deletéreos de la congelacién. No se describe
como tal la produccién extracelular de AFP de tipo |. No se menciona nada al respecto de otros tipos de AFP.

En este laboratorio se han construido transformantes de la levadura que llevan un vector de la expresién que
contiene un gen sintético procedente de una AFP natural de tipo | de solla roja (HPLC6) (Driedonks y col., 1995); y
este se describe en la solicitud PCT WO 94/03617 abandonada en la actualidad. No fue demostrable la secrecion
del monémero de AFP activo por estas levaduras. El Unico camino para obtener una inhibicion significativa de la
actividad de recristalizacion del hielo fue expresar multimeros de los AFP de tipo | disefiados para permitir su
procesamiento posterior por una proteasa endoégena de levadura para dar como resultado mondémeros activos
(Driedonks y col., 1995). Esta hipotesis, aunque permite definitivamente la produccion de AFP activa de tipo I, dio
como resultado la secrecion de formas heterogéneas parcialmente procesadas de las AFP multiméricas. El
tratamiento posterior para obtener el péptido activo en forma de monémero se consideré inaceptable a efectos de
una produccion industrial. Ademas del esfuerzo y costes extra, dicha adicion podria conducir también a problemas
para obtener el permiso para la aplicacién en articulos alimenticios. Esto se debe en primer lugar al uso de
productos quimicos para obtener mondmeros activos y en segundo lugar se debe a la expresion de secuencias no
nativas

Parece imposible por tanto usar un organismo de calidad alimentaria para expresar y segregar la AFP monomérica
activa de una manera sencilla y eficiente proporcionando un procedimiento industrialmente aceptable aplicable en la
produccién de alimentos

En un intento por resolver los problemas planteados por la expresion de los AFP de tipo | en levaduras, intentamos
expresar en levaduras los AFP de tipo Ill procedentes de la babosa vivipara americana. Los AFP de tipo Ill son
pequenfas proteinas globulares, y consideramos que por esta razén podrian ser mas adecuadas para la expresion en
levaduras que los AFP de tipo | con hélice a.

Se encontraron AFP de tipo lll en la sangre del pez polar tal como en la babosa vivipara americana (Macrozoarces
americanus) y el perro del norte (Davies y Hew, 1990). Se ha descrito el fraccionamiento de la sangre de la babosa
vivipara americana revelando la presencia de 12 variedades diferentes de AFP de tipo Il (Fig. 1, Hew y col., 1984,
Davies y Hew, 1990. Estos péptidos son altamente homologos, compartiendo al menos un 60 % de la identidad de
aminoacidos, y la mutagénesis in vitro ha demostrado un cluster de residuos superficiales comunes a todas las
variantes de AFP de babosa vivipara americana que se requieren para la unién con el hielo (Chao y col., 1994). La
carga negativa de acido glutamico (Glu) en las posiciones 23 y 26 parece estar implicada en la estabilidad térmica y
en la actividad histerética térmica del polipéptido (Li y col., 1991). Los tres aminoacidos conservados siguientes, la
asparagina (Asn) en la posicién 14, la Treonina (Thr) en la 18 y la Glutamina (GIn) en la 44, parecen ser también los
residuos clave en la actividad de unién al hielo de los AFP-lIl (Chao y col., 1994).
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Nosotros manipulamos los AFP de tipo lll en levadura de la babosa vivipara americana para expresar la variante
HPLC-1, pero no fuimos capaces de obtener la secrecién de un mondémero suficientemente activo de AFP de tipo .
Esto no resolvié obviamente los problemas anteriormente mencionados.

De manera adicional determinamos que los AFP HPLC-1 de tipo lll producidos por la levadura presentaban una
actividad especifica inesperadamente baja cuando se la comparaba con la preparacion de AFP aislada de sangre de
babosa vivipara americana. Esta baja actividad podria ser debida posiblemente al incorrecto plegado del péptido o
debido a una actividad especifica inherentemente mas baja de la variante HPLC-1. Esto, desde luego, no parece
prometedor para continuar esta linea de investigacion para producir mas AFP activas que aquellas encontradas en
la solla roja.

También hemos fraccionado los AFP derivados de la sangre de babosa vivipara americana en diversas fracciones
HPLC y analizado su actividad de recristalizacion con el fin de determinar que otra fraccion de HPLC-1 podria ser util
potencialmente para nuestra aplicacion deseada. La HPLC12 mostré ser la Unica fraccién de las 12 fracciones de los
AFP de tipo Il activa en la inhibicion de la recristalizacién a las concentraciones ensayadas. De esta manera
determinamos que la HPLC-12 podria ser de interés si la manipularamos para resolver los problemas en la
produccion recombinante del mismo que habiamos encontrado para los AFP de tipo | y los AFP HPLC-1 de tipo Ill .

De manera bastante inesperada a la vista de los anteriores experimentos con los AFP de tipo | y los AFP de tipo Il
se encontrd posteriormente que la expresion del acido nucleico de la levadura que codificaba la secuencia de
aminoacidos determinada para los AFP HPLC-12 de tipo Ill conduce a un producto que se expresa y secreta en
forma de mondmero y no presenta actividad reducida. De esta manera estaba disponible un procedimiento de
produccion eminentemente adecuado usando tecnologia de ADN recombinante para producir AFP activa pura.

Lo que se descubrié de hecho de manera adicional fue que la HPLC-12 recombinante segregada por la levadura en
forma de mondmero puede presentar tal cual la elevada actividad del péptido anticongelante de una mezcla de los
AFP aislados a partir de sangre de babosa vivipara americana. Esta actividad anticongelante es al menos el doble
que la de los AFP de tipo | de la solla roja. De manera adicional el producto es mas activo de esta manera en los
ensayos de recristalizacion y mucho mas adecuado para las aplicaciones deseadas que las otras AFP.

Se conocia ya la composicion de aminoacidos, las secuencias y las secuencias de acido nucleico de diversas AFP
de tipo lll que se producen en la naturaleza. Davies y Hew (1990) presentan una revision de las mismas y hacen
referencia a los articulos de Li y col. de 1985 y Hew y col., de 1988 para las secuencias de HPLC- 1, 4, 5-7,9, 11y
12 tal como se han determinado para la babosa vivipara americana sobre la base de clones de ADNc del ADN
gendmico de pescado en fagos. En Protein Science en 1994 Chao, H y col., describen coémo una isoforma de los
AFP HPLC-12 de tipo Il se sintetiza de manera sintética y se expresa en E. coli para estudios de RMN
bidimensionales para ayudar a comprender las relaciones de estructura / funcién en proteinas anticongelantes, y
para definir los motivos de la unién con el hielo. El acido nucleico se muta a continuacién con el fin de producir un
polipéptido mutante de los AFP de tipo lll, siendo dichos mutantes de prolina. Se comparé el valor de la histéresis
térmica de la HPLC-12 recombinante no mutada con los AFP aislados de babosa vivipara americana, es decir, los
AFP de tipo lll. Se describieron los perfiles de actividad como siendo indistinguibles dentro de los limites de los
errores estandares. No se mencioné comparacion con otros tipos de AFP. No se proporcioné indicacion de un valor
anormalmente alto de histéresis térmica, de hecho, no se dio valor a todo. Nada se indica con respecto a cualquier
efecto sobre las propiedades de recristalizacion. Nosotros sefialamos por la presente que las actividades de
histéresis térmica no se ligan a las propiedades de recristalizacion. Los valores de histéresis térmica son indicativos
de la fuerza de la unién y no proporcionan una medida de la actividad anticongelante similar a la del ensayo de
recristalizacion. Se conocen ejemplos de proteinas que presentan valores altos de histéresis pero no efectos sobre
la recristalizacion y viceversa que ilustran la ausencia de correlacion.

Fue completamente inesperada la elevada actividad de los AFP de la HPLC-12 recombinante a la vista de los
resultados obtenidos para la HPLC-1 recombinante y a la vista de lo que se ha divulgado en publicaciones
relacionadas con los AFP. Se proporcionan en la Tabla 1 los valores de histéresis térmica de las fracciones de AFP
de tipo Il obtenidos mediante el fraccionamiento en columna Shephadex de los AFP de tipo Ill procedentes de
sangre de babosa vivipara americana resefiados en el articulo de Hew y col., 1984, usando los valores de los AFP
de solla (= Tipo I) y los AFP del cuervo de mar (Tipo Il). Estos valores se derivaron de fracciones que provienen de la
sangre de especies relevantes, no a través de tecnologia del ADN recombinante. Aparecieron Unicamente ligeras
diferencias en las actividades entre los AFP, siendo la mas activa la QAE-A. QAE-A fue una de las 5 variantes
distintas que se pudieron separar en una columna QAE Sephadex y mostraron posteriormente que se derivaban de
HPLC-12. Sin embargo, se describen las diferencias tan ligeras que entran dentro de la desviacion debida a las
variaciones de medida. Las diferencias en los valores de histéresis térmica se rechazaron de manera clara por
irrelevantes por Hew y col., en el mismo articulo. Manifestaron que “la mayor parte de los AFP de babosa vivipara
americana presentaron histéresis térmica comparable con la encontrada para otras AFPG y AFP conocidas”. En la
bibliografia posterior no se mencionan los valores de histéresis térmica para los diversos tipos o se dan
comparaciones entre el Tipo | y el Tipo Ill. Nada se ensefia o sugiere acerca de los efectos de la recristalizacion de
las diversas fracciones. Por tanto, no se esperaba que ninguna AFP de tipo Il Unica podria presentar una actividad
especifica mas alta para la inhibicion del crecimiento del cristal de hielo que los AFP de la solla roja. No se ha
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descrito o sugerido también que la HPLC-12 presenta una actividad mucho mas alta que cualquier tipo de péptido de
AFP | u otro tipo de péptido de AFP lII.

Para ensayar si fue mayor la actividad AFP de los HPLC-12 de tipo Il fraccionamos la preparacion de AFP de
babosa vivipara americana derivada de la sangre mediante HPLC, y ensayamos los componentes péptidos
individuales respecto de su capacidad para inhibir el crecimiento de cristales de hielo. Determinamos que la variante
HPLC-12 tenia la actividad especifica mas alta. Los otros componentes no mostraron actividad detectable a una
concentracion equivalente de 100 mg de AFP de tipo Ill de pescado por ml.

De esta manera hemos encontrado un procedimiento para preparar un polipéptido puro de calidad alimentaria que
presenta casi el doble de actividad AFP que la de los AFP de tipo I. Debido a que esta se puede segregar en forma
de mondmero en contraste con los AFP de tipo |, esto la hace ideal para la produccion a gran escala, ya que
requiere mucho menos procesamiento corriente abajo que los AFP de tipo | producidos mediante tecnologia
recombinante. De manera adicional, la expresion en forma de mondémero significa que se puede producir un
producto casi idéntico al péptido que se produce de manera natural en la sangre de la babosa vivipara americana.
Dicho producto se puede admitir de manera mas facil para uso en articulos alimentarios debido a su semejanza
cercana a los AFP que se produce de manera natural en el organismo de calidad alimentaria nativo, la babosa
vivipara americana.

La presente invencion nos permite producir por primera vez, a gran escala y bajo coste y con gran facilidad, AFP
recombinante de tipo Il de tipo HPLC-12 que tiene una actividad especifica inherentemente mas elevada que los
AFP de tipo | de solla roja. Los péptidos anticongelantes de tipo Ill de acuerdo con la invencion son los candidatos
mas prometedores para la aplicacion en productos alimenticios destinados a congelacion, tales como helados y
masa congelada, y otros productos congelados de panaderia debido a sus actividades altamente especificas
inhibidoras de la recristalizacion.

Una ventaja adicional se basa en el hecho que la secrecion del producto de expresion como polipéptido activo,
preferentemente en forma de mondémero, se puede producir ahora in situ en el procedimiento de produccion de
alimentos, eliminando por tanto el requisito de adicion de los AFP tal cual. Puede llegar a ser posible ahora producir
productos de fermentacion usando una levadura capaz de segregar un polipéptido que corresponde de manera
sustancial a los AFP HPLC-12 de tipo Il en el procedimiento de fermentacion, por lo cual tiene lugar la produccion in
situ del polipéptido que corresponde de manera sustancial con los AFP HPLC-12 de tipo Il sin que se necesiten
etapas adicionales, tales como la purificacion del polipéptido y la adicién posterior del mismo en el procedimiento de
produccion de alimentos. También es ahora posible el desarrollo de plantas, frutas o vegetales y animales
transgénicos o partes de los mismos con mejores propiedades de congelaciéon debido a la expresion in situ de un
polipéptido que corresponde de manera sustancial con los AFP HPLC-12 de tipo llI

2. Descripcion detallada de la invenciéon

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién se proporciona una levadura que comprende al menos
una secuencia de acido nucleico que codifica AFP, siendo dicha levadura capaz de expresar dicha secuencia de
acido nucleico, no estando dicha construccion de ADN presente en la levadura nativa y comprendiendo dicha
construccion de ADN, en el orden siguiente:

(a) un promotor fuerte activo en la levadura,
(b) un coddn de iniciacion ATG,

(c) al menos una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido AFP HPLC 12 de tipo Il que tiene (i)
la secuencia de aminoacidos de AFP HPLC 12 de tipo Ill que se muestra en la Figura 1 o (ii) una secuencia
de aminoécidos que tiene una homologia de mas del 80 % con la secuencia de aminoacidos de AFP HPLC
12 de tipo Ill que se muestra en la Figura 1, con la condicion de que un polipéptido que tiene dicha
secuencia de aminoacidos exhiba una actividad de inhibicion de la recristalizacién en hielo de al menos la
de un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de AFP HPLC 12 de tipo Il que se muestra en la
Figura 1, estando dicha secuencia de aminoacidos en el marco de lectura del codon de iniciacion ATG.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencidon se proporciona un procedimiento para producir un
polipéptido AFP HPLC 12 de tipo lll, comprendiendo el procedimiento proporcionar una levadura de acuerdo con el
primer aspecto de la invencién y cultivar la levadura en condiciones en las que se produce o se induce la expresion
del polipéptido codificado por la secuencia de acido nucleico.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencion se proporciona una levadura recombinante que contiene
y/o secreta un polipéptido que tiene (i) la secuencia de aminoacidos del AFP HPLC 12 de tipo Il que se muestra en
la Figura 1 o (ii) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de mas del 80 % con la secuencia de
aminoacidos de AFP HPLC 12 de tipo Ill que se muestra en la Figura 1, con la condicién de que un polipéptido que
tiene dicha secuencia de aminoacidos exhiba una actividad de inhibicién de la recristalizacion en hielo de al menos
la de un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de AFP HPLC 12 de tipo lll que se muestra en la
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Figura 1.

También se divulga en el presente documento un procedimiento para preparar un producto mejorado, residiendo la
mejora en la maodificacion de los procedimientos de crecimiento del cristal de hielo que tienen influencia sobre las
caracteristicas de tamafio y forma del hielo de manera particular en el recrecimiento del mismo, por ejemplo
minimizando el dafio potencial por congelacién, por ejemplo, para evitar o inhibir la recristalizacién del hielo del
producto tras congelamiento, comprendiendo dicho procedimiento la adicion de un polipéptido o proteina con una
secuencia de aminoacidos que corresponde de manera sustancial a la de los AFP HPLC-12 de tipo Ill, que
presentan una actividad de los AFP mayor que los AFP de tipo | de la solla roja al producto no mejorado o a un
ingrediente o mezcla normalmente usado para preparar el producto no mejorado, dicha adicién de polipéptido o
proteina recombinante se produce en cantidad suficiente para afectar al crecimiento del cristal de hielo. El producto
puede ser un producto alimenticio o un material biologico. El material biolégico puede, por ejemplo, ser un érgano o
tejido animal o ser un material de planta. De manera particular se puede afadir el polipéptido recombinante.
Preferentemente el polipéptido tendra la categoria de calidad alimentaria con el fin de proporcionar el producto final
con categoria de calidad alimentaria. Se prefiere un procedimiento en el que el producto es un producto alimenticio.
Una forma de realizacion especifica de un polipéptido adecuado es una levadura AFP tal como se ilustra en los
Ejemplos. Un procedimiento de produccion adecuado dirigido a la produccion de un producto mejorado que presente
propiedades de congelacion mejoradas puede comprender la adicién de una AFP obtenida en un procedimiento de
produccién de polipéptido nuevo que se elucida de cualquier forma en la descripcion.

El término “un polipéptido o una proteina con una secuencia de aminoacidos que corresponde de manera sustancial
a la de los AFP HPLC-12 de tipo IlI” comprende una secuencia de aminoacidos igual a la secuencia de aminoacidos
de la HPLC-12 aislada de babosa vivipara americana y comprende también una secuencia de aminoacidos que
difiere por uno o dos aminoacidos de la secuencia de aminoacidos conocida pero que sigue codificando un
polipéptido con la misma actividad de AFP que la proteina nativa. Las mutaciones o diferencias pueden no estar en
aminoacidos conocidos por ser esenciales para la actividad del polipéptido. Los residuos de prolina, preferentemente
por tanto, no se borran o se reemplazan. Preferentemente, cualquier diferencia en la secuencia de aminoacidos son
mutaciones silenciosas, por lo que las sustituciones son sustituciones conservativas que no alteran el perfil
hidropatico del polipéptido y de esta manera presumiblemente no influencian de manera grave la estructura y
actividad del polipéptido, es decir un aminoacido con una cadena secundaria hidréfoba se intercambia Unicamente
preferentemente por otro aminoacido con una cadena secundaria hidréfoba y un aminoacido con una cadena
secundaria hidréfila se reemplaza Unicamente por otro aminoacido con una cadena secundaria hidréfila. La
homologia del aminoacido entre HPLC-12 y HPLC-1 es inferior al 60 %. Se puede esperar que una secuencia de
aminoacidos que presente homologia por encima del 80 % sea representativa de un polipéptido que presente
propiedades similares a la HPLC-12, y de esta manera se considera también que corresponde de manera sustancial
a la HPLC-12. De manera adicional, el polipéptido codificado por la secuencia de aminoacidos presentaria al menos
la actividad de los AFP de los AFP de tipo | de la solla roja, y preferentemente al menos la actividad de los AFP de la
HPLC-12 nativa. La actividad de los AFP se puede determinar llevando a cabo comparaciones con ensayos de
recristalizacion usando una serie de diluciones del polipéptido que se va a determinar y cantidades y diluciones
iguales de los AFP de tipo | y/o la HPLC-12 nativa, tal como las que se obtienen de la sangre de la babosa vivipara
americana. En los Ejemplos se ilustra la manera en la que se puede llevar a cabo y evaluar dicho ensayo de
recristalizacion. Se puede considerar que un polipéptido que presenta alguna o numerosas de las caracteristicas
mencionadas anteriormente corresponde de manera sustancial a la HPLC-12.

Un procedimiento para preparar un producto mejorado, residiendo la mejora en propiedades mejoradas debidas a la
modificacién de los procedimientos de crecimiento del cristal de hielo que tienen influencia sobre las caracteristicas
de tamario y forma del hielo, en particular el recrecimiento del mismo, minimizando por ejemplo el dafio potencial por
congelacion, evitando o inhibiendo por ejemplo la recristalizacion del hielo del producto tras congelamiento,
comprendiendo dicho procedimiento la adicion de un organismo huésped capaz de la expresion de un polipéptido o
proteina recombinante de calidad alimentaria con una secuencia de aminoacidos que corresponde de manera
sustancial a la de los AFP HPLC-12 de tipo Il en un producto no mejorado como tal o en un ingrediente o mezcla
usados normalmente para preparar el producto no mejorado y someter posteriormente el organismo huésped a
condiciones tales que la secuencia de acido nucleico que codifica los AFP de tipo Il de tipo HPLC 12 se expresa en
el producto o ingrediente o mezcla llevando a cabo un procedimiento de produccién de un polipéptido como se
divulga en otra parte de la descripcion y se divulga también en el presente documento de manera adicional a las
etapas que se toman normalmente para preparar el producto no mejorado. El producto puede ser de manera
adecuada un producto alimenticio o un material bioldgico. El material biolégico puede ser, por ejemplo, un érgano o
tejido animal o ser un material de planta. De manera particular se puede afadir el polipéptido recombinante.
Preferentemente el polipéptido sera de categoria de calidad alimentaria con el fin de proporcionar el producto final
con categoria de calidad alimentaria. Se prefiere un procedimiento en el que el producto que se va a mejorar es un
producto alimenticio. Tal como se ilustra en los Ejemplos, una forma de realizacion especifica de un polipéptido
adecuado para un procedimiento de acuerdo con la invencion es una AFP de levadura. El organismo huésped se
puede o bien destruir o dafar durante o después del procedimiento de produccién con el fin de liberar los AFP del
polipéptido o proteina en la mezcla o ingrediente del producto o en el producto per se. Dicha destruccién o dafio se
puede producir de numerosas maneras conocidas por una persona experta en la técnica, por lo cual se debera tener
cuidado en no llevar el procedimiento bajo condiciones demasiado drasticas para evitar pérdidas de actividad de los
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AFP del polipéptido o proteina. De manera alternativa se puede usar como tal en el procedimiento de produccién un
organismo huésped capaz de segregar el polipéptido o proteina de los AFP en el ingrediente o mezcla. Por ejemplo,
el organismo huésped puede ser una levadura de panaderia en un procedimiento para producir un producto
alimentario tal como un producto de panaderia. El procedimiento de produccion se puede llevar a cabo como el
usual siendo la unica diferencia la adicién de una levadura diferente, es decir, una levadura que comprende un
constructo de ADN que permita la expresion y secrecion de un polipéptido o proteina que corresponde de manera
sustancial a los AFP HPLC-12 de tipo Il en la masa previa a o durante la coccién permitiendo de esta manera la
produccion de producto amasado o cocido con propiedades de congelamiento mejoradas. De manera analoga se
divulgan los procedimientos en los que se usan bacterias tales como bacterias de acido lactico. Se divulgan también
el procedimiento de fabricacion de queso y de fabricacion de yogurt u otros procedimientos de produccion de
alimentos que requieren fermentacion.

De manera ventajosa, se puede llevar a cabo un procedimiento de produccion para mejorar productos, como se
divulga en el presente documento, sin requerir la adicion de proteasas o productos quimicos tras el polipéptido o
proteina recombinante con la secuencia de aminoacidos que corresponde de manera sustancial con los AFP HPLC-
12 de tipo Il que se ha expresado o segregado para obtener el polipéptido o proteina de AFP en forma de producto
monomerico.

Se divulga en el presente documento el uso de un polipéptido o proteina correspondiendo la secuencia de
aminoacidos de manera sustancial con los AFP HPLC-12 de tipo lll , como se ha divulgado anteriormente, como
aditivo en un producto para la mejora de dicho producto, residiendo dicha mejora en propiedades mejoradas de
modificacién de los procedimientos de crecimiento del cristal de hielo que tienen influencia en las caracteristicas de
tamario y forma o hielo, en particular en el recrecimiento del mismo minimizando, por ejemplo, el dafio potencial por
congelamiento, evitando o inhibiendo por ejemplo la recristalizacion del hielo del producto tras el congelamiento,
produciéndose dicho uso de una manera conocida per se para los AFP para obtener mayor actividad especifica
anticongelante que se puede obtener con los AFP de la solla roja. Preferentemente el producto sera un producto
alimenticio. El producto puede ser de manera adecuada un material bioldgico. La proteina o polipéptido puede ser
una proteina o polipéptido recombinante.

Se prefiere que en el procedimiento o uso para la mejora de productos el producto sea un producto destinado a ser
congelado. Para los productos alimenticios el helado es un ejemplo adecuado. Tal como se ha indicado
anteriormente un producto amasado o de panaderia son también de interés.

Los productos alimenticios que comprenden poli péptidos o proteinas recombinantes de calidad alimentaria,
correspondiendo la secuencia de aminoacidos de manera sustancial con los AFP de tipo Il de tipo HPLC 12, como
se divulgd anteriormente, como aditivos en un producto alimenticio para la mejora de dicho producto, residiendo
dicha mejora en propiedades mejoradas de modificacion de los procedimiento de crecimiento del cristal de hielo que
tienen influencia sobre las caracteristicas de tamafo y forma del hielo, en particular en el recrecimiento del mismo,
minimizando por ejemplo el dafio potencial por congelamiento, evitando o inhibiendo por ejemplo la recristalizacion
del hielo del producto, como se divulga en el presente documento. Dicho producto alimenticio no comprende
organismos comestibles presentes en la naturaleza como la babosa vivipara americana que comprende meramente
secuencias que codifican un polipéptido o proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que se corresponde con
la secuencia de aminoacidos de la HPLC-12 de la babosa vivipara americana en la forma y nimero en la que
aparecen de forma natural en la babosa vivipara americana. Una categoria deseable de productos, divulgada en el
presente documento, no son productos animales. Otra categoria adecuada es la categoria de productos
manufacturados. Los productos de plantas son también ejemplos adecuados de los productos divulgados en el
presente documento. Los productos alimenticios divulgados en el presente documento se pueden obtener mediante
un procedimiento o uso para la mejora de un producto, como se han descrito anteriormente.

De manera particular se divulga también un producto alimenticio que comprende un organismo huésped
recombinante de calidad alimentaria, que tiene una tolerancia mejorada al congelamiento, residiendo dicha mejora
en propiedades mejoradas de modificacion de los procedimientos de crecimiento del cristal de hielo, que tienen
influencia sobre las caracteristicas de tamafio y forma del hielo, en particular el recrecimiento del mismo,
minimizando por ejemplo el dafio potencial por congelamiento evitando o inhibiendo por ejemplo la recristalizacion
del hielo del producto tras congelamiento, conteniendo dicho organismo huésped de calidad alimentaria y/o siendo
rodeado por un polipéptido o proteina recombinante de calidad alimentaria con una secuencia de aminoacidos que
corresponde de manera sustancial con los AFP HPLC-12 de tipo Ill, como se divulgé anteriormente, y/o capaces de
expresar y/o segregar dicho polipéptido o proteina antes del congelamiento.

Dicho organismo huésped recombinante de calidad alimentaria también se divulga. También se divulga un
organismo huésped recombinante de calidad alimentaria capaz de la expresion de al menos una secuencia de acido
nucleico que codifica los AFP, estando comprendida dicha secuencia de acido nucleico en un constructo de ADN, no
estando presente dicho constructo de ADN en el organismo huésped nativo y comprendiendo dicho constructo de
ADN en el orden dado

(a) un promotor activo, fuerte, opcionalmente inducible, en el organismo huésped,
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(b) un coédon de inicio ATG, que puede estar presente en una secuencia sefial de ADN opcional capaz de
segregar la proteina producida mediante el organismo huésped durante la expresion de la secuencia de acido
nucleico que codifica los AFP de (c) a continuacion, cuya secuencia sefial puede ser homologa o heteréloga con
la secuencia de acido nucleico que codifica los AFP y esta en el marco de lectura con el codon de inicio ATG,

c) al menos una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que corresponde de
manera sustancial con la de la AFP de tipo lll-proteina HPLC-12, dicha secuencia de acido nucleico en el marco
de lectura con el cédon de inicio ATG, y de manera opcional

(d) un cédon de detencidn enlazado con el extremo 3’ de la secuencia de acido nucleico que codifica los AFP.

También se divulga un procedimiento para producir polipéptidos o proteinas recombinantes que exhiben crecimiento
de cristales en hielo y actividad modificadora de la forma, los denominados péptidos anticongelantes (AFP)
recombinantes, que exhiben una actividad anticongelacion especifica superior a la de la AFP de la solla roja,
mediante

1) cultivo de un organismo huésped de calidad alimentaria en las condiciones en las que se produce o se induce la
expresion de al menos una secuencia de acido nucleico que codifica AFP, estando comprendida dicha secuencia de
acido nucleico en una construccion de ADN, no estando dicha construccién de ADN presente en el organismo
huésped nativo y comprendiendo dicha construccion de ADN en el orden dado

(a) un promotor fuerte, opcionalmente inducible, activo en el organismo huésped,

(b) un codon de iniciacion ATG que puede estar presente en una secuencia sefial de ADN opcional capaz de
secretar la proteina producida por el organismo huésped durante la expresion de la secuencia de acido nucleico
que codifica AFP de (c) ,a continuacion, cuya secuencia sefial puede ser homéloga o heteréloga con la secuencia
de acido nucleico que codifica AFP y esta en el marco de lectura con el codén de iniciacion ATG,

(c) al menos una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de acido nucleico correspondiente
sustancialmente a la de la proteina AFP HPLC 12 de tipo lll, estando dicha secuencia de acido nucleico en el
marco de lectura con el coddn de iniciacion ATG, y, opcionalmente,

(d) un codon de terminacion unido al extremo 3’ de la secuencia de acido nucleico que codifica AFP.

El procedimiento puede comprender adicionalmente de manera opcional recoger el producto expresado de la
secuencia de acido nucleico que codifica los AFP obtenidos del mismo mediante procesamiento adicional de una
manera conocida per se. Con el fin de obtener la secrecién del producto de expresién de la secuencia de acido
nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que corresponde de manera sustancial con la de los Proteina
AFP HPLC-12 de tipo Il del constructo de ADN puede comprender de manera adicional una secuencia sefial para el
organismo huésped que permite la secrecion por el huésped durante el cultivo del huésped. El organismo huésped
es de manera adecuada un microorganismo. Los microorganismos de calidad alimentaria adecuados son hongos
tales como levaduras y bacterias tales como bacterias de acido lactico. Las células de levadura de Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces fragilis y Saccharomyces lactis son ejemplos de una célula huésped de levadura
adecuada. Una persona experta en la técnica de los procedimientos de fermentacién en la produccién de alimentos
conocera que células de levadura son adecuadas y que sistemas de transformacion y expresion estan disponibles
(Romanos y col., Campbell y Duffus). Las bacterias de acido lactico lactobacillus, Streptococcus y Bifidobacterium
son también ejemplos de organismos huésped bacterianos adecuados de los que se conocen muchas cepas y para
los que existen sistemas adecuados de transformacion y expresién como conoce cualquier persona experta en la
técnica de trabajar con ADN recombinante de las bacterias asociadas con productos lacteos (Gasson, 1993). La
FDA tiene una lista de organismos de calidad alimentaria que esta disponible al publico. Una persona experta en la
técnica esta enterada de los organismos que se consideran de calidad alimentaria, es decir, que tienen categoria de
GRAS (reconocidos de manera general como utiles). De manera particular son adecuados los organismos asociados
con la fermentacion de productos alimenticios y la produccion de productos lacteos.

La frase “una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que corresponde de manera
sustancial con la de los Proteina AFP HPLC-12 de tipo IlI” comprende cualquier acido nucleico que codifica de
manera exacta la secuencia de aminoacidos de la HPLC-12 nativa de babosa vivipara americana. Dicha secuencia
de acidos nucleicos puede diferir debido a la degeneracion del cédigo genético, es decir, el hecho que diferentes
codones de acido nucleicos codifican el mismo aminoacido. De manera adicional se divulga también una secuencia
de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos, que difiere por uno o dos aminoacidos de la
secuencia conocida de aminoacidos, pero codifica ademas un polipéptido con la misma actividad de los AFP tal
como la proteina nativa. Las mutaciones o diferencias pueden no estar en aminoacidos conocidos por ser esenciales
para la actividad del polipéptido. Los residuos de prolina son por tanto preferentemente no borrados o reemplazados.
Preferentemente, cualquier diferencia en la secuencia de aminoacidos son mutaciones silenciosas, por lo que las
sustituciones son sustituciones conservativas que no alteran el perfil hidropatico del polipéptido y de esta manera
presumiblemente no influencian de manera grave la estructura y actividad del polipéptido, es decir, un aminoacido
con una cadena secundaria hidréfoba Unicamente se intercambia preferentemente por otro aminoacido con una
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cadena secundaria hidréfoba y un aminoacido con una cadena secundaria hidréfila Unicamente se reemplaza por
otro aminoacido con una cadena secundaria hidrofila. La homologia del aminoacido entre HPLC-12 y HPLC-1 es
inferior al 60 %. Se puede esperar que una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia por encima del
80 % sea representativa de un polipéptido que presente propiedades similares con HPLC-12 y de esta manera se
considera que corresponde de manera sustancial con HPLC-12. La frase “que corresponde de manera sustancial
con” incluye de esta manera las secuencias de acido nucleico que codifican las secuencias de aminoacidos que
presentan mas de un 80 % de homologia con la secuencia de aminoacidos de la HPLC-12 nativa. De manera
adicional el polipéptido codificado por la secuencia de aminoacidos debera presentar al menos la actividad de los
AFP de tipo | de solla roja y preferentemente al menos la actividad de los AFP de la HPLC-12 nativa. La actividad de
los AFP se puede determinar llevando a cabo comparaciones con los ensayos de recristalizacion usando una serie
de diluciones del polipéptido que se va a determinar y los AFP de tipo | y/o HPLC-12 nativos obtenidos de la sangre
de babosa vivipara americana obtenidos en las mismas diluciones tal como el polipéptido que se va a ensayar, es
decir, la comparacion del mismo p/v de polipéptido o proteina. Se ilustra en los Ejemplos la manera en la que dicho
ensayo de recristalizacion se puede llevar a cabo y evaluar. Se puede considerar que un polipéptido que presenta
cualquiera o numerosas de las caracteristicas anteriormente mencionadas corresponde de manera sustancial con la
HPLC-12.

Se prefiere que el constructo de ADN y las condiciones de cultivo del huésped sean tales que este segrege un
polipéptido monomeérico con una secuencia de aminoacidos que corresponde de manera sustancial con la proteina
AFP HPLC-12 de tipo lll. El constructo de ADN no expresara de esta forma preferentemente en tandem un dimero o
multimero de una secuencia de aminoacidos que corresponda de manera sustancial con la de la proteina AFP
HPLC-12 de tipo lll. la producciéon de dimeros o multimeros requerira etapas de procesamiento corriente abajo
adicionales o puede impedir la secrecion de un polipéptido activo. Preferentemente el constructo de ADN
comprendera por tanto una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que
corresponde de manera sustancial con la de la proteina AFP HPLC-12 de tipo Ill en forma monomérica. De manera
natural, el constructo de ADN puede comprender multiples copias de la secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminoacidos que corresponde de manera sustancial con la de la proteina AFP HPLC-12 de tipo Ill en
forma monomeérica en tandem.

También se prefiere que un constructo de ADN en el que la secuencia de acido nucleico codifica la secuencia de
aminoacidos que corresponde de manera sustancial con los AFP HPLC-12 de tipo Ill comprenda los codones
preferentes del organismo huésped del procedimiento. Esto se prefiere con respecto al hecho que la eficiencia de la
translacion se incrementa evitando ciertos codones, de manera particular en los organismos huésped. Los usos de
los codones preferentes difieren en los procariotas, en levaduras y plantas del uso del cédon encontrado en solla
roja. Por ejemplo, los codones GCA, GCG, y GCT se cuentan en conjunto para mas del 65 % de los codones de
alanina de genes conocidos de E. coli, S. cerevisiae y Z. mays, por cuanto cuentan menos del 25 % de los codones
de alanina de un pescado tal como la solla roja. De manera similar este es el caso para los codones de treonina
ACA, ACG y ACT (PCT/US90/02626). Se puede derivar el uso del codon tal como se prefiere por la bacteria del
acido lactico y las levaduras a partir de la bibliografia especifica para estos grupos de microorganismos. Una
persona experta en la técnica de la tecnologia del ADN recombinante con estos organismos de expresion particular,
conocera que codones se prefieren.

Cuando el organismo huésped de la invencion es una levadura, una forma de realizacion preferente del constructo
de ADN comprendera la presecuencia de ADN del factor de acoplamiento o de S. cerevisiae como secuencia sefial.
Esto puede comprender también en una forma de realizacion adicional la presecuencia del factor de acoplamiento o
de S. cerevisiae entre la presecuencia y la secuencia de acido nucleico que codifica los AFP, por lo que la
presecuencia, la presecuencia y la secuencia de acido nucleico que codifica los AFP estan en el mismo marco de
lectura. De manera alternativa, cuando el organismo huésped es una levadura, una forma de realizacion preferente
del constructo de ADN comprendera la secuencia sefial invertasa de S. cerevisiae precediendo la secuencia de
acido nucleico que codifica los AFP.

Cuando el organismo huésped de la invencién es una levadura, un forma de realizacion preferente del constructo de
ADN comprendera el promotor GAL7 inducible o un promotor GAPDH constitutivo de Saccharomyces cerevisiae.
Las siguientes referencias se citan como ejemplos que proporcionan sistemas de transformacion posibles o
elementos de los mismos: para las levaduras Campbel y Duffus, para plantas el PCT/US90/0626 y van den Elzen y
col., (1985) y para animales Hanahan, (1988).

Antes del asunto de la invencién se habia producido un polipéptido o proteina recombinante de calidad alimentaria
no aislado y purificado de manera sustancial, sustancialmente equivalente a los AFP HPLC-12 de tipo Ill que
presenta dicha actividad alta de los AFP. Por vez primera se ha producido un polipéptido o proteina recombinante de
calidad alimentaria sustancialmente aislado sustancialmente equivalente a los AFP HPLC-12 de tipo Il que
presentan mayor actividad que la de la solla roja. Se divulga en el presente documento la provision de polipéptidos
o proteinas de calidad alimentaria recombinantes sustancialmente puros y aislados que presentan propiedades
mejoradas de modificacion de los procedimientos de crecimiento del cristal de hielo que tienen influencia sobre las
caracteristicas de tamafio y forma del hielo, en particular en el recrecimiento del mismo, minimizando por ejemplo el
dafo potencial por congelamiento, evitando o inhibiendo por ejemplo la recristalizacion del hielo tras congelamiento,
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denominados péptidos anticongelantes recombinantes (AFP) que presentan una actividad de los AFP mayor que la
de una cantidad igual de AFP de tipo | de solla roja, teniendo dicho polipéptido o proteina una secuencia de
aminoacidos que corresponde de manera sustancial con la de la proteina AFP HPLC-12 de tipo Ill. También se
divulgan dichos polipéptidos recombinantes, y en particular los polipéptidos o proteinas recombinantes presentan la
actividad anterior modificada tal como la actividad de inhibicion del cristal de hielo, los denominados péptidos
anticongelantes recombinantes (AFP) que presentan una actividad anticongelante especifica mayor que la de los
AFP de la solla roja se pueden preparar mediante un procedimiento tal como se describié anteriormente.

2. Materiales y Procedimientos
2.1 Cepas y condiciones de crecimiento

Se uso la cepa JM109 de E. coli (endA1, recA1, syrA96, thi, hsdR17, rk, mk" relA1 supE44, Yanish-perron, y col.,
1985) para la amplificacion de los plasmidos. Se usé la cepa SU50 de S. cerevisiae (MATas, cir®, leu2, his4, canf,
Verbakel, 1991) para la transformacion de los plasmidos de integracion multicopia. Se seleccionaron transformante
de E. coli sobre placas de agar Luria que contenian 100 pg de ampicilina ml”" Sambrook y col. (1989). Las cepas de
levadura se mantuvieron sobre placas de YNB selectivo (Difco Yeast Nitrogen Base al 0,67 % sin aminoacidos,
glucosa al 2 %, agar al 2 %) suplementadas con los aminoacidos esenciales (histidina 20 pg/ml, uracilo 20 pg/ml).
Se uso6 el mismo medio liquido para los precultivos, que crecieron durante 48 horas a 30 °C y se diluyeron 1:10 en
medio YP (extracto de levadura Difco al 1 %, peptona Difco al 2 %) conteniendo galactosa al 5 % para la induccién
del promotor GAL?.

Plasmidos
Se proporcionan en la tabla 1 los detalles relevantes de la AFP-III que contiene plasmidos.
Transformacion

Se llevo a cabo la transformacion de JM109 por Chung y col., (1989). Se llevo a cabo la transformacion de las cepas
de levadura mediante electroporacion, principalmente como han descrito Becker y col., (1991). Se recuperaron los
transformantes sobre placas de YNB selectivo. Una persona experta en la técnica autentificara que son posibles
diversos procedimientos de transformacion. Las alternativas dependen del organismo que se va a transformar y
estan bien documentadas en diversos manuales tales como Sambrook y col., (1989) y Campbell y Duffus (1988).

Procedimientos de biologia molecular
Se aplicaron enzimas de restriccion y enzimas de modificacion del ADN tal como recomendé el suministrador.

Se sintetizaron los oligonucleétidos en un sintetizador de ADN Applied Biosystems 380A y se purificaron mediante
procedimientos normalizados.

Purificacion de la AFP-III

Se purificaron los AFP 1l de babosa vivipara americana, Macrozoarces americanus a partir de la sangre del pescado
capturado en las aguas marinas costeras de Newfoundland. Se preparé la muestra de AFP Il mediante
centrifugacion a partir del suero coagulado del pescado tal como se ha descrito por Hew y col., (1984).

Cromatografia de intercambio catidnico

Se llevd a cabo la cromatografia de intercambio catiénico sobre una columna Mono S (HR5/5, Pharmacia Biotech)
en el sistema SMART (Pharmacia Biotech). La muestra tampdn fue Na;HPO4 / NaH2PO4 10 mM (Merck) y se llevd a
cabo la elusion con un gradiente lineal de NaCl 0-0,5 M (Merck), con un flujo de 100 pl/min. Se detectaron los
péptidos usando el u Peak Monitor (Pharmacia Biotech) a 214 y 280 nm. Se recogieron las fracciones monitorizando
la sefial de 214 nm usando el recolector de fracciones del sistema SMART integrado, se ajusto la temperatura del
sistema a 15 °C

Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa

Se llevé a cabo la cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) usando una columna pRPC
C4/C18 SC2.1/10 (Pharmacia Biotech) sobre el sistema SMART (Pharmacia Biotech). Se aplico la muestra a la
columna en acido trifluoroacético al 0,06 % (TFA, Merck) en agua Milli Q (Solvente A) y se eluy6 usando acetonitrilo
al 80 % (Merck), TFA en agua Milli Q al 0,054 % (Solvente B). Se program¢ el gradiente normalizado usado como
sigue: 0 min. solvente A al 100 %, 5 min. solvente A al 100 %, 10 min. solvente A al 65 %, 50 min solvente A al 40
%, 55 min. solvente A al 0 %, 57,5 min. solvente Aal0 % y a 58 min. solvente A al 100 % a un flujo de 100 pl/min.
Se detectaron los péptidos con el u Peak Monitor (Pharmacia Biotech) a tres longitudes de onda 214, 256, y 280 nm.
Se recogieron los picos monitorizando la sefial de 214 nm usando el recolector de fracciones del sistema SMART
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integrado, se ajustd la temperatura del sistema a 20 °C.

Se separaron las isoformas 1, 2 y 3 de los AFP-III por medio de un gradiente modificado: 0 min. solvente A al 100
%, 10 min. solvente A al 60 %, 35 min. solvente A al 55 %, 36 min solvente A al 45 %, 45 min. solvente A al 45 %,
46 min solvente A al 0 %, 50 min solvente A al 0 %, 50,1 min solvente A al 100 % y 60 min solvente A al 100 %.
Los tampones y todos los detalles del sistema SMART son los mismos que aquellos usados con el gradiente
normalizado.

Electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecil-sulfato de sodio

Se hicieron correr geles de poliacrilamida Tricine al 16 % (Novex) sobre una celda de electroforesis Xcell (Novex) de
acuerdo con el protocolo de los suministradores. La muestra tampdn fue de Novex y estuvo constituida por 3 ml de
TRIS-HCI 3,0 M, 2,4 ml de Glicerol, 0,8 g de SDS, 1,5 ml de Azul G de Coomassie al 0,1 %, 0,5 ml de Rojo fenol al
0,1 % y B-mercaptoetanol al 5 %, se ajusto el volumen final a 10 ml con agua destilada, pH = 8,45). El tampdn que
se hizo correr fue también de Novex y contuvo 12,1 gramos de TRIS, 17,9 gramos de Tricine y 1 gramo de SDS en
un volumen total de 1 litro de agua destilada, el valor del pH fue aproximadamente pH 8,3. Se colored el gel usando
Azul Brillante de Coomasie R250 al 10 % (Bio-RAD), se disolvié en una solucion de Etanol al 40 % (Merck), Acido
Acético al 10 % (Merck) y agua destilada al 50 %, se calento esta solucioén en un microondas durante 45 segundos,
a continuacion se tifieron los geles durante 15 minutos en un sacudidor rotatorio. Se destifieron los geles con una
solucién de Etanol al 10 % (Merck), Acido Acético al 7,5 % (Merck) y agua destilada al 82,5 %. En el caso de la
determinacion del peso molecular se usaron marcadores pretefiidos MMARK 12 (Novex)

Inmunotransferencia Western

Se hibridaron geles de Novex Tricine usando medio de inmunotransferencia trans-blot (Bio-Rad) sobre el médulo de
inmunotransferencia Western (Novex) de acuerdo con el protocolo del suministrador. Tras las transferencia se
bloqued la membrana con leche desnatada al 5 % en NaCl 150 mM, Tris/HCI 50 mM pH 7,4 y mas tarde se incubo
en leche desnatadaa 1 % en NaCl 150 mM, Tris/HCI 50 mM, Tween 20 al 0,1 %, pH 7,4 y un antisuero monoclonal
frente a los péptidos anticongelantes de babosa vivipara americana. Se obtuvieron dos anticuerpos diferentes
(obsequio de M. MM Gani, Unilever Research, Colworth House Laboratory), uno para la determinacion de los grupos
S y el otro para la determinacion del grupo Q. La incubacién se llevd a cabo durante la noche a temperatura
ambiente bajo agitacion suave. Se eliminaron los anticuerpos no adsorbidos mediante lavado con el tampdn de
incubacion (3 x 5 min). Se incubd la membrana con el segundo anticuerpo (anti cabra — IgG de ratén (H + L),
Alkaline Phosphatase Conjugate; BioRoad, Richmond) durante 2 horas a temperatura ambiente. Se desarroll6 el
enzima usando BCIP/NBT (Biorad).

Digestion triptica

Para la digestion con tripsina se disolvié la muestra en tampén de NH4sHCO3 0,1 M pH 8,3. Se afiadio tripsina (TPCK
tratada, Worthington, Millipore Corporation) en una relacion enzima : sustrato de 1:100. Tras 30 minutos se verifico el
pH y se afiadioé una vez mas la misma cantidad de tripsina. Se llevo a cabo la incubacién durante la noche a 37 °C.
Se par¢ la digestion mediante la adicion de TFA para dar como resultado un valor de pH de pH 2. Se separaron los
péptidos por medio de RP-HPLC sobre el sistema SMART (Pharmacia)

Andlisis de la secuencia del aminoacido N-terminal

Se llevé a cabo el analisis de la secuencia de aminoacidos N-terminal sobre un LF 3000 Protein Sequencer
(Beckman) de acuerdo con el protocolo de los suministradores. Se analizaron los derivados PTH de los aminoacidos
sobre un sistema RP-HPLC automatizado, el sistema Gold (Beckman)

Determinacion de la proteina mediante analisis de aminoacidos

Se hidrolizaron las muestras de AFP-IIl en HCI 6 M que contenia Fenol al 1 % bajo vacio a 110 °C durante 24 horas
y a continuacion se secaron. Los analisis se llevaron a cabo sobre un analizador de aminoacidos Alpha plus de la
serie 2 (Pharmacia Biotech) usando el protocolo de los suministradores.

Ensayo de recristalizacion

Las muestras que se iban a ensayar para la actividad de los AFP-IIl se mezclaron con sacarosa en polvo para dar un
30 % en volumen de solucién de sacarosa. Una proporcion de esta solucion se colocod sobre el porta de un
microscopio, se recubrié con un cubre para evitar la evaporacion y se ajustd en una etapa de frio Linkam THMS, se
conectd con un sistema de enfriamiento Linkam CS 196 y se control6 mediante un controlador Linkam TMS 91. Se
enfrié por crash esta solucion a —40 °C (8 99 °C/min.) y se calent6 a continuacién a —6 °C- Se examiné el crecimiento
de los cristales de hielo microscopicamente durante el transcurso de los 30 minutos de incubacién a —6 °C.

Para el ensayo de los péptidos purificados mediante HPLC, se secaron las muestras de la columna de RP-HPLC
que contenian isoformas de AFP-IIl en un Speed Vac Concentrator (Savant) tras una etapa de rehidratacién en agua
Milli Q. Tras la segunda etapa de secado se solubilizaron las muestras en 100 ul de agua Milli Q y se verifico el pH
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para tener la seguridad que se habian eliminado todos los TFA del sistema tampén de la RP-HPLC. Se diluyeron las
muestras hasta un valor de absorbancia de 0,700 a & = 214 nm, esto es equivalente aproximadamente a 0,1 pg/ml
de solucion de AFP-IIl de pescado. Para tener la seguridad de que las muestran contienen una cantidad igual de
AFP-IIl, se verificd posteriormente mediante el analisis de los aminoacidos. Cuando se purificaron las muestras, se
usaron isoformas de AFP-III, se verificd su pureza mediante el analisis de la secuencia de aminoacido N-terminal.

Fermentacién con alimentacion discontinua

Procedimiento de inoculacion: se hizo crecer un cultivo del transformante apropiado en 25 ml de medio minimo y se
cultivd durante la noche a 30 °C y 300 rpm. El cultivo se transfiri6 posteriormente a un matraz de 1000 ml con
agitacion que contenia 500 ml de YP que contenia glucosa al 2 % y se cultivo durante la noche a 30 °C y 300 rpm.
Se uso este cultivo como indculo para el experimento de alimentacién discontinua.

Se uso el siguiente medio discontinuo: 110 g de glucosa. 1 H,O compuesto hasta 500 g con agua desmineralizada.
25 g de Trusoy, 50 g de extracto de levadura (Ohly), 10,5 g de K:HPO4, 5 ml 1 000 x solucién de vitamina Egli, 50 ml
100 x trazador de metales Egli (Egli, 1980), 0,25 g de L-Histidina-HCI (Sigma), 3 g de MgSO., 2 g de antiespumante
hasta 4500 g con agua desmineralizada. Se esterilizé térmicamente la solucion de glucosa y la solucién de vitamina
se esterilizd6 mediante filtracién de manera separada. Todos los demas componentes se esterilizaron térmicamente
en el fermentador. Se regul6 la temperatura a 30 °C y el pH hasta un valor de 5,0. Se inoculé el fermentador y se
cultivaron las células en un caudal de aire de 2 I/min y a una velocidad de agitacién de 600 rpm. Tras 18 horas se
comenzd la fase de alimentacion.

Se usé el siguiente medio de alimentacion: 1100 g de glucosa.1 H.O compuesto hasta 1750 g con agua
desmineralizada. 62,5 g de extracto de levadura (Ohly), 30 g de K:HPO4, 5 ml 1000 x solucion de vitamina Egli, 50
ml 100 x trazador de metales Egli (Egli, 1980), 6,25 g de L-Histidina.HCI (Sigma), 6,25 g de MgS0.4.7H-0, 2 g de
antiespumante hasta 850 g con agua desmineralizada.

Se regul6 la bomba del alimento hasta un valor RQ constante (relacién de moles de CO; producidos y moles de O»
consumidos) de 1,05, basandose en la herramientas de software tal como ha descrito Keulers (1993). Se cosechd el
cultivo tras 37 horas.

Ejemplo de referencia 1 Construccion de un gen sintético que codifica un AFP de tipo llI

Se construydé una secuencia de nucledtido que codificaba el péptido anticongelante HPLC I, optimizado para la
expresion en Saccharomyces cerevisiae como sigue: se sintetizd una serie de 12 oligonucledtidos (invafp1, invafp2,
invafp3, invafp4, invafp5, invafp6, invafp7, invafp8, invafp9, invafp10, invafp11 e invafp12), que comprendia
principalmente la secuencia de ADN del AFP maduro expresado en codones de S. cerevisiae usados de manera
preferencial. Se disefi el gen sintético para contener regiones de filamentos unicos 5’ compatibles con Pstl y Hindlll
que generaron extremos pegajosos (Fig. 2)

Para el montaje del gen de AFP sintético, se disolvieron 50 pmol de cada uno de los oligonucledtidos en 12 ul de
agua, se incubaron durante 2 min. a 95 °C, y se colocaron directamente sobre el hielo. Tras esta etapa de
desnaturalizacion, se fosforilaron los oligonucleétidos en un volumen final de 20 pl, que contenian 2,5 mM de ATP, 5
mM de DDT y aproximadamente 10 U de polinucleétido quinasa, durante 40 min. a 37 °C, seguido por 2 min de
desnaturalizacion a 95 °C y colocacion sobre hielo. Se mezclaron 10 ul de cada oligonucleétido fosforilado con su
ADN de oligonucleétido mas complementario para obtener una formacion duplex. Tras 2 min de incubacion a 95 °C
para la desnaturalizacion se enfrio lentamente cada duplex a 30 °C. De nuevo se vertieron 10 ul de todas las seis
mezclas duplex y se incubaron en un volumen final de 100 pl, que contenia Tris/HCI 50 mM, pH 7,5, MgCl, 8 mM,
DTT 8 mM, y 40 pg/ml de gelatinay 10 U de ADN ligasa, durante dos horas a 20 °C. A continuacién se precipité la
mezcla de ligamiento, y se redisolvio en 30 pl de tampdn TE. Se colocaron 15 pl de la mezcla sobre un gel de
agarosa al 2 % y se extrajo del gel la banda de ADN del tamafio esperado (aproximadamente 224 pares de bases) y
finalmente se purificdé mediante el procedimiento Gene Clean Il, como recomendaba el suministrador.

A continuacion se ligo el fragmento de ADN obtenido en el vector pTZ19R linealizado Pstl/Hindi (Pharmacia) y se
transformo en la E. coli JM 109 mediante procedimientos normalizados. Se aislé el ADN del plasmido de diversos
transformantes mediante el procedimiento de mini preparacion de lisis alcalina ligeramente modificado y se analizé
mediante analisis de restriccion con diversos enzimas. Se confirmd la secuencia del contenido inserto en cada uno
de los plasmidos mediante el dideoxi secuenciamiento de Sanger del plasmido de filamento doble (Sanger y col.,
1977). Este constructo intermedio, que contenia la region de codificacion del casete de AFP-III sintético se denomind
pUR7700 (Fig. 3).

Ejemplo de referencia 2 Construccion de vectores de expresion de la levadura que contienen un gen
sintético que codifica un AFP-lIl HPLC-1

El gen de AFP-III sintético llevado por pUR7700 no contiene ninguna informacion necesaria para la expresion de
este péptido en la levadura. Para obtener la expresion y secrecion de este gen, deberan fabricarse los constructos
que contienen las fusiones translacionales del gen de AFP-IIl con una secuencia sefial de secrecion adecuada y
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estas secuencias de fusion se producen bajo el control de un promotor del gen de la levadura.

Las secuencias sefial de secrecion adecuadas se pueden seleccionar a partir de una variedad de genes que
codifican proteinas secretadas de manera eficiente por la levadura. Por ejemplo, la invertasa codificada por SUC2 o
el factor de acoplamiento o codificado por MFo1 y MFa2. Para obtener una fusion adecuada con la secuencia sefial
de la invertasa, se generd un fragmento PCR que contenia la secuencia sefial de la invertasa, parte del promotor
GALTY y un enzima de restriccion adecuado localizado para asegurar un marco de fusion de la secuencia sefal de la
invertasa con el gen de AFP-III sintético.

Para obtener este fragmento se disefid un cebador de PCR, invafp14, con la siguiente secuencia

Nhel BamHI

3' CCA AAM CGT COGG TTT TAT ACGA CGATCG CCTAGGEC S' invafpls

G F A A K 1 S A

Este cebador se usé como el cebador 3' en una reaccion PCR en combinacion con el cebador PG7 05 AF 5
(Verbakel, 1991) que hibrida con la secuencia encontrada en el promotor GAL7. Usando el ADN del plasmido
pUR2778 como molde (Fig. 4, van Gorcom y col., 1991) la reaccién generd un fragmento 243 bp aproximadamente.
Este fragmento se eluy6 a partir de un gel de agarosa y se purifico mediante el procedimiento Gene Clean de
acuerdo con las instrucciones de los fabricantes. El fragmento purificado se digirid posteriormente con Sacl y BamHI
y el fragmento de aproximadamente 88 bp resultante se ligéb en los emplazamientos apropiados del plasmido
pTZ19R. La mezcla de ligamiento se introdujo en la E. coli JM109 mediante transformacioén y se aislo el ADN del
plasmido a partir de un transformante y se secuencié para confirmar la identidad del inserto clonado. Este plasmido
se designo pUR7701 (Fig. 5).

Para obtener un marco de fusion de la secuencia sefial de la invertasa con el gen de AFP-III sintético pUR7701 se
digiri6 con Nhel y Hindi y se aisld el fragmento de aproximadamente 196 bp y se ligé con el fragmento de
aproximadamente 2911 bp formado por digestiéon de pUR7701 con Nhel y Hindi. El plasmido resultante se nombré
pUR7702 (Fig. 6). De una manera similar, un fragmento PCR que contenia el factor de acoplamiento a. genero la
secuencia seial pre-pro usando el cebador MFoAFPIIl como cebador 3':

Nhel
3' CTA TTT TCT CTC CGA CTT CGATCGCC 5°¢ MFaAFFPIII

D K E E A E A

Se generé un fragmento PCR que contenia parte del promotor GAL7 y toda la secuencia que codifica el factor de
acoplamiento a pre-pro a partir de un molde de ADN de pUR2660 (Documento WO 94/03617) usando MFaAFPIIl y
PG7 05 AF como cebadores. PUR2660 contiene la secuencia del factor de acoplamiento a pre-pro bajo el control del
promotor GAL7. El fragmento resultante de aproximadamente 462 bp se purificé tal como se ha descrito
anteriormente y se digirié con Sacl y Nhel. El fragmento de aproximadamente 292 bp obtenido de tal manera se ligé
en el fragmento de aproximadamente 3025 bp obtenido mediante digestion de pUR7702 con Sacl y Nhel. Se
secuencié el ADN del plasmido de diversos transformantes de E. coli JM109 obtenidos de este ligamiento para
confirmar que se habia clonado el fragmento correcto. Uno de estos plasmidos se designé pUR7703 (Fig. 7).

Se introdujeron los plasmidos del constructo capaces de expresar las fusiones de la secuencia sefal del gen
sintético del casete de AFP-IIl en levadura en una variedad de vectores de expresion de la levadura como sigue:

El fragmento Sacl / Hindlll de aproximadamente 278 bp de pUR7702 y el fragmento Sacl / Hindlll de
aproximadamente 488 bp de pUR7703, que transportan la invertasa y el factor de acoplamiento a y se fusionan de
manera respectiva con los AFP-IIl, se clonaron de manera independiente usando técnicas normalizadas en los
vectores de expresion también digeridos con Sacl y Hindlll. Estos vectores de expresion transportan el promotor de
S. cerevisiae de tal manera que la insercion de los genes en el emplazamiento Sacl permite la transcripcion dirigida
de GALY de los genes insertados.

Se fabricé pUR7704 (Fig. 8) mediante insercion de la casete de AFP-IIl de la secuencia sefial de la invertasa a partir
de pUR7702 en el vector de integracion del ADN ribosdmico multicopia pUR2778 y PUR7706 (Fig 9) es pUR2778
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que contenia el factor de acoplamiento o de la casete de AFP-Ill, derivada de pUR7703, insertada entre los
emplazamientos Sacl y HindlIl.

Ejemplo de referencia 3 Expresion de AFP-lll en S. cerevisiae

Los plasmidos pUR7704 y pUR7706 se linealizaron por digestién con Hpal cuyo objetivo es la integracion de los
plasmidos en la region del ADNr de la levadura, a continuacion se introducen de forma independiente en la cepa
SU50 de S. cerevisiae mediante electroporacion. Se seleccionaron los transformantes por su capacidad para crecer
en ausencia de leucina. Para conseguir la expresion de los genes AFP-III clonados, los transformantes que llevan
pUR7704 o pUR7706 se hicieron crecer en primer lugar durante 40 horas en medio minimo liquido a 30 °C, a
continuacion se diluyd a 1:10 en medio de induccion recientemente preparado (extracto de levadura al 1 %, peptona
Difco al 2 %, galactosa al 5 %), y se incub6 a 30 °C durante 48 horas mas. Al final de este periodo se ensayaron
muestras del sobrenadante del cultivo respecto de su capacidad para inhibir el crecimiento de cristales de hielo.

Se examind al microscopio el crecimiento de los cristales de hielo a lo largo de una incubaciéon de 30 minutos a —6
°C. Se pudo demostrar claramente que las muestras de sobrenadante derivadas de levaduras que llevan el gen
sintético AFP-III tuvieron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de cristales de hielo cuando se compararon con
muestras de control similares preparadas a partir de sobrenadantes de levaduras no transformadas o levaduras que
transportan el vector de expresion pero que carecen del gen sintético AFP-IIl. Sin embargo, la actividad inhibitoria de
recristalizacion del material producido por la levadura fue significativamente inferior al de una cantidad equivalente
de una preparacion de AFP de pescado.

Para un analisis posterior del péptido anticongelante producido se centrifugaron durante 5 min a 4000 rpm muestras
de 10 ml procedentes del cultivo inducido de los transformantes pUR7704 y pUR7706. Las células y sobrenadantes
se recogieron y se almacenaron a —20 °C. Se uso electroforesis en gel de poliacrilamida SDS desnaturalizante para
separar las proteinas y se detectd el AFP mediante hibridaciones de Western usando un anticuerpo monoclonal anti
AFP especifico.

La presencia de una banda con un peso molecular aparente de 6,5 kD en la muestras de sobrenadante procedente
del transformante de levadura que transporta pUR7704 y pUR7706 muestra claramente que estos transformantes
son capaces de producir AFP-IIl. Se purifico el péptido mediante HPLC en fase reversa, y se determiné la secuencia
del N terminal. Esta secuencia demostré que el péptido HPLC-1 se procesé y secretd correctamente por la levadura.

Ejemplo de referencia 4 Identificacion del subtipo de péptido anticongelante de babosa vivipara americana
mas activo

Se purificaron las isoformas de AFP-IIl usando un procedimiento en dos etapas. En primer lugar se cargé la muestra
sobre una columna Mono S de intercambio catidnico y se eluy6é usando el gradiente descrito. En la Fig. 10 se
muestra el modelo de elusion. Se aislaron un pico no retardado (el pico Q) y cuatro picos eluidos (S1 a S4) a partir
de la columna. S1 representa la proteina con la capacidad de enlace mas baja en la columna de intercambio
catiénico Mono S bajo estas condiciones y S4 contiene la proteina con la capacidad de enlace mas alta en la
columna. Los picos se recogieron y cargaron sobre una columna RP-HPLC usando el gradiente descrito. En la Fig.
11 se muestra el cromatograma del material total. Los picos son de las isoformas de AFP-lll y se numeran desde 1 a
12 de acuerdo con su comportamiento sobre esta columna usando las condiciones especificadas. Todas las
isoformas de AFP-III eluyen entre 25 y 45 minutos. En las Fig. 12 a 16 se muestran los cromatogramas de la RP-
HPLC de las fracciones Q y S1 a S4. Cada fraccion da como resultado diferentes isoformas de AFP-Ill y cada
isoforma AFP contenida en cada pico se resume en la tabla 2.Se ensayaron las fracciones recogidas a partir de las
columnas Mono S y RP-HPLC con antisuero anti-AFP-IIl de ratén y todas las isoformas de S1 a S4 dieron una
reaccion positiva al antisuero de tipo S,, la isoforma 12 del grupo Q reaccion6 positivamente a la del antisuero de
tipo Q. Se determind la secuencia de aminoacidos N-terminal de cinco de las isoformas (Tabla 3)EI pico del AFP-III
de tipo HPLC 7 se contaminé con lisozima de pescado pero las otras secuencias de aminoacidos identificadas se
podrian relacionar con las secuencias conocidas de las isoformas de AFP-IIl. Se ensayaron cantidades iguales de
las proteinas purificadas para la actividad anticongelante.

Como se evidencié mediante el ensayo de inhibiciéon de la recristalizacion unicamente la isoforma de HPLC-12 de
AFP-1ll mostré actividad anticongelante significativa. Para confirmar este hallazgo se reconstituyeron las isoformas
de los AFP-IIl de la babosa vivipara americana en presencia y ausencia de la isoforma de HPLC-12. La preparacion
del péptido completamente reconstituido mantuvo la actividad de la preparacién del pescado crudo mientras que la
preparacion que carece de la isoforma de HPLC-12 mostr6 una actividad anticongelante muy reducida como se
evidencio mediante el ensayo de recristalizacion.

Usando una digestion triptica de la isoforma 12 se determind la secuencia total de aminoacidos de esta isoforma. Se
encontrd que la secuencia era idéntica a la descrita en la bibliografia. (Davies y Chow, 1990).

Ejemplo 1
Construccion de un gen sintético que codifica la variante HPLC-12 del AFP de tipo-lli
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Se construyé como sigue una secuencia de nucleétido que codifica el péptido anticongelante HPLC-12 enlazado con
la secuencia sefal de invertasa y con el uso del codon optimizado para la expresién en Saccharomyces cerevisiae.
Se sintetizd un conjunto de 15 oligonucledtidos (HPLC12.1, HPLC12.2, HPLC12.3, HPLC12.4, HPLC12.5,
HPLC12.6, HPLC12.7, HPLC12.8, HPLC12.9, HPLC12.10, HPLC12.11, HPLC12.12, HPLC12.13, HPLC12, 14 y
HPLC12.15), comprendiendo principalmente la secuencia de ADN del AFP maduro expresado en codones de S.
cerevisiae usados de manera preferencial. Se disefié el gen sintético para contener regiones filamentosas Unicas
compatibles con Sacl y Hindlll que generaron extremos pegajosos. (Fig. 17).

Para el ensamblaje del gen HPLC-12 sintético, se disolvieron 50 pmol de cada uno de los oligonucleotidos en 12 pl
de agua, se incubaron durante 2 min. a 95 °C, y se colocaron directamente sobre hielo. Tras esta etapa de
desnaturalizacion, se fosforilaron los oligonucleétidos en un volumen final de 20 pl, que contenia 2,5 mM de ATP, 5
mM de DDT y aproximadamente 10 U de polinucleétido quinasa, durante 40 min. a 37 °C, seguido por 2 min de
desnaturalizacion a 95 °C y colocacion sobre hielo. Se mezclaron 10 ul de cada oligonucleétido fosforilado con su
oligonucledtido de ADN mas complementario para obtener la formacion duplex. Tras 2 min de incubacion a 95 °C
para la desnaturalizacion, se enfrid lentamente cada duplex a 30 °C. De nuevo, se vertieron 10 pul de todas las
mezclas duplex y se incubaron en un volumen final de 100 pl, que contenia 50 mM de Tris/HCI, pH 7,5, 8 mM MgCly,
8 mM de DTTY, y 40 ug/ml de gelatina y 10 U de ADN ligasa, durante dos horas a 20 °C. A continuacion se precipitd
la mezcla de ligamiento, y se redisolvio en 30 ul de tampdn TE, y se extrajo del gel la banda de ADN del tamafio
esperado (aproximadamente 291 pares de bases) y se purificd finalmente mediante el procedimiento Gene Clean II,
como recomendaba el suministrador.

Se ligd el fragmento con un fragmento vector derivado del vector de integracion multicopia pUR2778 mediante
digestion con Sacl y Hindlll. Se confirmd la secuencia del inserto y el plasmido resultante se nombré pUR7718 (Fig.
18).

Se linealiz6 el plasmido pUR7718 mediante digestion con Hpal cuyos objetivos son la integracion del plasmido en la
region del ADNr de la levadura, y a continuacion se introdujo posteriormente en la cepa SU50 de S. cerevisiae
mediante electroporaciéon. Se seleccionaron los transformantes resultantes mediante su capacidad para crecer en
ausencia de leucina.

Para conseguir la expresion del gen HPLC-12 clonado, los transformantes que transportaban pUR7718 se hicieron
crecer en primer lugar durante 40 horas en medio liquido animal a 30 °C y a continuaciéon se diluyeron
posteriormente 1:10 en un medio de induccion preparado de nuevo (extracto de levadura al 1 %, peptona Difco al 2
%, galactosa al 5 %) y se incubaron a 30 °C durante 48 horas mas. Al final de este periodo se ensayaron las
muestras del cultivo sobrenadante para su capacidad de inhibir el crecimiento de los cristales de hielo.

Los resultados (ensayo de recristalizacién) muestran claramente que los sobrenadantes del cultivo tenian niveles
altos de actividad anticongelante. La comparacién de estos resultados con aquellos obtenidos para la expresion de
la variante de HPLC-1 de la levadura mostraron que el sobrenadante procedente del transformante que producia el
nivel mas bajo de actividad anticongelante del HPLC-12 excedia al del mejor transformante de HPLC-1

Se llevé a cabo una fermentaciéon con alimentacién discontinua con un transformante SU50 que transportaba
pUR7718. al final de la fase de alimentacion se cosecharon las células mediante centrifugacion en una centrifuga
Jouan LR 5.22 usando cubetas de 1 I, durante 30 min a 4650 rpm (7200 g). Se ensayo el sobrenadante para la
actividad anticongelante mediante el ensayo de inhibiciéon de la recristalizaciéon del hielo. El sobrenadante sin diluir
evita con claridad el crecimiento del cristal, lo que demuestra la presencia de niveles altos de péptido anticongelante
activo en el sobrenadante del cultivo.

Una técnica hibridacién western del sobrenadante procedente de esta fermentacién mostré que se secreté material
de AFPIII-HPLC12. El peso molecular aparente del HPLC12 producido de levadura fue equivalente al del HPLC12
producido de pescado. La purificacion y el secuenciamiento de aminoacidos del péptido producido de levadura
confirmaron que este material era indistinguible del péptido HPLC12 producido por la babosa vivipara americana.
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Descripcion de las figuras

Figura 1. Isoformas de AFP de tipo lll. Las regiones encuadradas representan regiones de identidad y los
aminoacidos sombreados son aquellos identificados como importantes para las propiedades anticongelantes de
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los péptidos.
Figura 2. Gen sintético que codifica el AFP de tipo Il de tipo HPLC1.

Figura 3. Representacion esquematica de la construccion de pUR7700, un plasmido que transporta el gen AFP-
1l sintético.

Figura 4. Mapa de restriccion del vector pUR2778 de expresion de la levadura.

Figura 5. Representacion esquematica de la construccion de pUR7701, un plasmido que transporta la secuencia
sefal de la invertasa.

Figura 6. Representacion esquematica de la construccion de pUR7702, un plasmido que transporta el gen AFP-
1l sintético ligado en marco con la secuencia sefal de la invertasa.

Figura 7. Representacion esquematica de la construccion de pUR7703, un plasmido que transporta el gen AFP-
1l sintético fusionado en marco con el factor de acoplamiento pre-pro de la secuencia sefial de secrecion.

Figura 8. Representacion esquematica de la construccion del plasmido pUR7704, un vector de integracion del
ADNr multicopia que transporta el gen AFP-IlI sintético ligado en marco con la secuencia sefial de la invertasa.

Figura 9. Representacion esquematica de la construccion del plasmido pUR7706, un vector de integracion del
ADNr multicopia que transporta el gen AFP-lIl sintético ligado en marco con la secuencia sefal del factor de
acoplamiento pre-pro.

Figura 10. Modelo de elucién de los péptidos anticongelantes de la babosa vivipara americana a partir de una
columna Mono S.

Figura 11. Cromatograma de péptidos anticongelantes separados mediante HPLC en fase reversa.

Figura 12. Cromatograma de péptidos anticongelantes Mono S S1 separados mediante HPLC en fase reversa.
Figura 13. Cromatograma de péptidos anticongelantes Mono S S2 separados mediante HPLC en fase reversa.
Figura 14. Cromatograma de péptidos anticongelantes Mono S S3 separados mediante HPLC en fase reversa.
Figura 15. Cromatograma de péptidos anticongelante Mono S S4 separados mediante HPLC en fase reversa.
Figura 16. Cromatograma de péptidos anticongelantes Mono S S1 separados mediante HPLC en fase reversa.

Figura 17. Gen sintético que codifica la proteina de fusion de la secuencia sefial de la invertasa del AFP HPLC12
de tipo .

Figura 18. Representacion esquematica del plasmido pUR7718

Tabla 1

Plasmidos que contienen AFP-III

Nombre del plasmido Caracteristicas relevantes

pUR7700 pTZ19 que transporta el gen sintético HPLC-1

pUR7701 pTZ19 que transporta la secuencia sefial de la invertasa

pUR7702 pTZ19 que transporta el gen de fusion HPLC-1 de la secuencia sefial de
la invertasa

pUR7703 pTZ19 el gen de fusion HPLC1 de la secuencia sefial del factor de
acoplamiento a

pUR7704 Vector de expresion de la levadura que transporta el gen de fusion HPLC-
1 de la secuencia sefal de la invertasa

pUR7706 Vector de expresion de la levadura que transporta el gen de fusion HPLC-
1 de la secuencia sefial del factor de acoplamiento o

pUR7718 Vector de expresion de la levadura que transporta el gen de fusion HPLC-
12 de la secuencia sefal de la invertasa
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Tabla 2: fracciones Mono S que contienen isoformas de AFP-III 3

Fraccion Mono S Isoforma 3 de AFP
Q 12
S1 4

5
6
S2 1
2
3
11
S3 7
S4 7
9
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REIVINDICACIONES

1. Una levadura que comprende una construccion de ADN que comprende al menos una secuencia de acido
nucleico que codifica AFP, siendo dicha levadura capaz de expresar dicha secuencia de acido nucleico, no
estando presente dicha construccién de ADN en la levadura nativa y comprendiendo dicha construccion de ADN,
en el orden siguiente:

(a) un promotor fuerte activo en la levadura,
(b) un codon de iniciacion ATG,

(c) al menos una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido AFP HPLC12 de tipo IlI
que tiene (i) la secuencia de aminoacidos de AFP HPLC12 de tipo Ill que se muestra en la Figura
1 o (ii) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de mas del 80 % con la secuencia
de aminoacidos de AFP HPLC12 de tipo Ill que se muestra en la Figura 1, con la condicidon de que
un polipéptido que tiene dicha secuencia de aminoacidos exhiba una actividad de inhibicion de la
recristalizacion en hielo de al menos la de un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos
de AFP HPLC12 de tipo Ill que se muestra en la Figura 1, estando dicha secuencia de acido
nucleico en el marco de lectura con el codén de iniciacion ATG.

N

. Un procedimiento para producir un polipéptido AFP HPLC12 de tipo lll, comprendiendo el procedimiento
proporcionar una levadura de acuerdo con la reivindicacion 1 y cultivar la levadura en las condiciones en las que
se produce o se induce la expresién del polipéptido codificado por la secuencia de acido nucleico.

3. Una levadura de acuerdo con la reivindicacion 1 o un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que
la construccion de ADN comprende una secuencia sefal para la levadura que permite la secrecion del
polipéptido, codificado por la secuencia de acido nucleico por la levadura, durante el cultivo de la levadura.

4. Una levadura o un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde el codén de iniciacion ATG esta
presente en la secuencia sefal.

)]

. Una levadura o un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 2 o 3, en donde la secuencia sefial es
heterdloga con respecto a la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido AFP HPLC12 de tipo Ill.

6. Una levadura o un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la
construcciéon de ADN comprende ademas un codén de terminacién unido al extremo 3’ del acido nucleico que
codifica el polipéptido AFP HPLC12 de tipo Il

~

. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, que comprende ademas la etapa
de recoger mediante un procesamiento adicional el producto expresado por la secuencia de acido nucleico que
codifica el polipéptido AFP HPLC12 de tipo Ill obtenido de la levadura.

(oo}

. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 - 7, en el que el organismo levadura se
cultiva en unas condiciones tales que secreta un polipéptido monomérico con una secuencia de aminoacidos
sustancialmente correspondiente a la de la proteina AFP HPLC12 de tipo Il mostrada en la Figura 1.

9. Una levadura o un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la
secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido AFP HPLC12 de tipo Ill comprende los codones
preferidos de la levadura.

10. Una levadura o un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en donde la secuencia
sefal es la pre-secuencia de ADN del factor de acoplamiento a de S. cerevisiae.

11. Una levadura o un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 10, en la que la construccién de ADN también
comprende la pro-secuencia del factor de acoplamiento a de S. cerevisiae entre la pre-secuencia y la secuencia
de acido nucleico que codifica el polipéptido AFP HPLC12 de tipo lll, en donde la pre-secuencia, la pro-
secuencia y la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido AFP HPLC12 de tipo Il estan en el mismo
marco de lectura.

12. Una levadura o un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la
construccion de ADN contiene la secuencia sefial de invertasa de S. cerevisiae precedente a la secuencia de
acido nucleico que codifica el polipéptido AFP HPLC12 de tipo Il

13. Una levadura o un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 12, en donde el promotor
es un promotor GAL7 inducible o un promotor GAPDH constitutivo de S. cerevisiae.

14. Una levadura o un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el
polipéptido tiene una secuencia de aminodacidos que difiere en uno o dos aminoacidos de la secuencia de
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aminoacidos de AFP HPLC12 de tipo Ill mostrada en la Figura 1.

15. Una levadura recombinante que contiene y/o secreta un polipéptido que tiene (i) la secuencia de aminoacidos de
AFP HPLC12 de tipo Ill mostrada en la Figura 1 o (ii) una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de
mas del 80 % con la secuencia de aminoacidos de AFP HPLC12 de tipo Ill mostrada en la Figura 1, con la
condicién de que un polipéptido que tiene dicha secuencia de aminoacidos exhiba una actividad de inhibicién de
la recristalizacion en hielo de al menos la de un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de AFP
HPLC12 de tipo lll mostrada en la Figura 1.

19



ES 2420 105 T3

shieydanfipeig 'y g-H1-A--T-8a7R8~ r-umn_i” == | HL
anreyqdeclgoray v e L e - -FTIH -V -} -—%- ..__.-_i P ! = YL
TUddegaump g I-Hp10--71-&-Td- ST TA-=] o= L= B = = L] == = = = = == UM

II-JnIﬁ—.W_L.ﬂq oy N [t .I_.Hh.__.lu...nﬂ!llﬁ“.ﬂll!l-_._.llli lllﬂ_l\mz
l-.m-qmﬁwi Gl & 2T hA P, PR MR !, SR

.n n_u_r_—ﬂ___mﬂ. _”_m -.I._-._l_l.- Frﬂl.hiﬁﬂl
EolMIY  NI4YI1D 410~ -T-L-Ra~¥

fL O7aH dd - == 1= L Td =il =-KE - T R e e L i L
8 1 HSIJJTO0H L Bt s b i b e o TR et Aoty 4 5 (S g S | N S S
371 HSIddT00M ERr Eab bS SRy C IETES 57 S NSRS & R--2-B-4- -1 --- e N ST
=1ered q s i et 1= AT W ;R (TN v 1111...-.-HE ........ .
LP g Rt T [ e |
JE2 o ===
T 2714H AL S
¢ i SR I
L XIdH P
5 M O-nm=-
B OTdH eumdas
I K _n_._uc_..ué

20



ES 2420 105 T3

| z1dzenut
¢ OYLIDVYOILLYYOIYOIVIVIOLLLLYEIIYLYLLLOOIV.LY
€ oapuwmmeeuwauupmEauamaaae&mamammmuuwsma
gdjeAaurt
TTdjeaut pTdjeaut
iemwpeaomuuaeemoummu9mwmmﬁmeamimyeweepmuuﬁaumdaeawiwmumBeeum

meumimupwwdddauwﬁj0¢uu&u&&ﬂd&&@ﬂdU&dﬁ&u@&&@pEidiueuewbﬂmmﬂe
gdjeaurt pdieaut

gdjenut
OU¢i¢EUUmmB¢UU£dBBEU&EE@BPﬂdUBBEdUUEEUUﬂBU@BﬁdUBD@AO?Uﬂdi@Ud
um&&&mUUBB&Bmw&&m@umBmihumﬁbwdddawwﬂdomamUﬁmeammUUBU&UBBBU@B

¢djeaut
gdjeaurt . Lieaut
w&&&eoﬂsﬁmwmdhoii&&wmwadUUﬂdUdﬂ&iﬂi&Ewwu&dmu&m&&i&EhhwwukUU¢.m
Ud&ddwﬁmmUUBB&DHBdAUBUdBUUBBGBEOBUE&#UUD&BUUEUBﬂBﬁdﬁ&UUw e
zdyeaurt 1dJeaut

AR

21



ES 2420 105 T3

Flgs EcoRl

htlhel i i;lindl]]

AFP-I
50 100 150 200

AFPII (215 ph)

Cortar
Pstl/HindI
y ligar con
el gen sintético de
AFP-II
HindI ]
Pstl:
Ndel Nhel::
HindID : 8
BamH]I::
Sacl_‘-;;';
EcoRL:::

&P
11
3000

~2500

pUR7700
2071 pb

1000_
1500 -
1

Q§§*¢¢=§22;L=:5‘;J

L2000

22



ES 2420 105 T3

pUR2778

8928 pb

" Pstl

23



ES 2420 105 T3

1 EcoRl
Flg . 5 . :-Sacl
PG705AF INVAFP14
|=£> =
Nhel
P‘«lhel ?acl i‘BamHl "
PTZ19R orj MB1Y
— p
Pgal7 ISS

Cortar con Sacl/BamHI y ligar el fragmento de 88 pb
del producto de PCR con el

fragmento del vector de pTZ19

EcoRl
Sacl

© Nhel

: ‘BamHl
; :Sall

: EPstl
i HindIDl

trori MB1

24



ES 2420 105 T3

HindD Fig.6. el

[Noo} Nheal E:Sﬁlchel
Blrﬁ!a':rrll?lglrlI iBamHI

Sacl: i : :Pstl

EcoRI:5 HindM

xsori MB1

rori MB1

Cortar con Hind[I/Nhel Y ligar el fragmento de 196 pb
de pUR7700 con ¢l

fragmento de 2991 pbde pUR7701

3107 pb
~-2000 1000~

amp 1 SPG

25



ES 2420 105 T3

i EcoRl
Fig.7. ool
; Nhel

Ndel

IN :
PG705AF MF AFPII o S\ HindD

NHel 3000 AFPIM

: BspMI ~2500_, 5007

i Sacl PUR7702

Lo : Pstl Nhel 3107 pb ori

.4 | i 2000 1000~

. amp 1500
Pga17 ppMF

Cortar con Nhel/Sacl v ligar el fragmento de 292 pb

del fragmento de PCR con el

fragmento de 3205 pb de pUR7702

EcoRl
: =E‘,a»::l
¢ Pstl

Nhel
5 'pprN Ndel
000 500~ - -Hindl

PUR7703 —TAFP
2500 2217 pb
amp 1000~

2000 1500 origd

26



ES 2420 105 T3

EcoRI I i
. Fig.8
: Nhel
. Ndel
m\.!ss‘“\ -HindIll s2 \
Hpal
AFPI Hingm_": LEU2d

pUR7702 Pstl.

pUR2778
3107 pb 8928 pb amp}

S&"F’gal‘f

a-gal

amp

Pstl
Eagl:::
Sgclég :
Nhel :
BamHl
Eagl

Cortar con SacV/HindIl
Ligar el fragmento de Sac/Hindlll de 278 ph de pUR7702

con el fragmento de 7295 pb de pUR27"I"83

pUR7704
74473 pb  NTS2

amp
LEU2d /

Pstl’

27



ES 2420 105 T3

Fig.9.
EcoRI
‘Sacl Sphl
i Pstl Pvull NTS2 \
Nhel Hpal 58  LEU2d
ppMF Ndel ~ Hindl '/ /inrgy
AFPITYY \¢-Hind Pstl.. pUR2778
8928 pb amgﬂ

3317 pb i
) Pgal? ori
Pstl R
Eagl::: !
Sacl : :
Nhel :
BamHl :
Eagl

Cortar con Sacl/HindlI ¥ ligar el fragmento de 488 ph

de pUR7703 con el fragmento de 7295 pb
de pUR2778

BamHI
- Nhel
. : Sacl
: 1 :Pstl
i1 Nhel

i Ndel

| Hindld
i Hpal

Pgal7-MF-AFP
'NTS1

55

Pwull

pUR7706 -.Sphl

7783 pb

NTS2

LEU2d _»

Pstl”

28



3,9 1
3,0 1
2,5 -
2,0
1,9 '
1,0 *

0.5 4

ES 2420 105 T3

Fig.10.
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Fig.12.
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Fig.14.
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Fig.16.
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