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DESCRIPCION
Regiones de escision KEX2 de proteinas de fusion recombinantes

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion hace referencia a una secrecion y escision aumentada de proteinas deseadas,
como proteinas de anticuerpos funcionales y enzimas industriales a partir de hongos filamentosos. La invencion
revela constructos de ADN de fusion, vectores y polipéptidos de fusion que incorporan regiones KEX2 para la
escision de proteinas y métodos de produccion de las proteinas deseadas.

ANTECENDENTES

[0002] Durante la secrecion de proteinas en una célula fungica, determinadas proteinas se escinden mediante
KEX2, un miembro de la familia KEX2 o familia "kexina" de serina peptidasa (EC 3.4.21.61). KEX2 es una
endopeptidasa calcio-dependiente altamente especifica que escinde el enlace peptidico que es inmediatamente
C-terminal con respecto a un par de aminoacidos basicos (es decir, el "sitio KEX2") en un sustrato de proteinas
durante la secrecion de esa proteina. Las proteinas KEX2 contienen generalmente un residuo de cisteina cerca
del residuo de histidina de su sitio activo y son inhibidas mediante p-mercuribenzoato. EI miembro fundador de
este grupo, la peptidasa KEX2 de S. cerevisiae (Fuller et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1434-1438),
escinde los precursores de toxina killer y feromona factor a durante su secrecion.

[0003] Se ha informado de la produccion de polipéptidos de fusién en varios organismos que incluyen E. col,
levadura y hongos filamentosos. Por ejemplo, se ha producido quimosina bovina en Aspergillus niger como una
fusion a glucoamilasa de longitud completa (GAI) (Ward et al., (1990) Bio/technology 8:435 - 440; USP
6.265.204 y USP 6.590.078); se ha producido interleucina 6 humana (hiL6) en Aspergillus nidulans como una
fusién a glucoamilasa de A. niger de longitud completa (GAI) (Contreras et al., (1991) Biotechnology 9:378 - 381);
lisozima de clara de huevo de gallina (Jeenes et al., (1993) FEMS Microbiol. Lett. 107:267 - 273) y lactoferrina
humana (Ward et al., (1995) Bio/Technology 13:498 -503) se han producido en Aspergillus niger como una fusion
a los residuos 1 - 498 de glucoamilasa; y se ha producido quimosina bovina en Aspergillus niger como una
fusion con alfa-amilasa nativa de longitud completa (Korman et al., (1990) Curr. Genet. 17: 203-212) y en
Aspergillus oryzae como una fusion con formas truncadas de glucoamilasa de A. oryzae (Tsuchiya et al., (1994)
Biosci. Biotech. Biochem. 58: 895 - 899). Se hace referencia también a Shoemaker et al., 1981 Bio/Technology 1:
691 -696; Nunberg et al., (1984) Mol. Cell. Biol. 4:2306 - 2315 y Boel et al., (1984) EMBO J. 3:1097 - 1102. En
algunas de estas proteinas de fusién, se inserta un sitio de reconocimiento de proteasa KEX2 (Lys-Arg) entre
una glucoamilasa y una proteina deseada (p.ej., Contreras et al., 1991 y Ward et al., 1995). Los inventores de la
presente invencion han descubierto que la secrecion de proteina y/o escision de proteina puede mejorarse en
una proteina de fusién cuando el sitio de reconocimiento KEX2 ha sido manipulado para incluir una presecuencia
de sitio KEX2 de aminoacidos.

[0004] La literatura especifica de interés incluye: Ward et al., (2004) Appl. Environ. Microbiol. 70:2567-2576;
Goller et al.,(1998) Appl. Environ. Microbiol. 64:3202-3208; La Grange et al., (1996) Appl. Environ. Microbiol.
62:1036-1044; Bergquist et al., (2002) Biochem. Biotechnol. 100:165-176; Spencer et al., (1998) Eur. J. Biochem.
258:107-112; Jalving et al., (2000) Appl. Environ. Microbiol. 66:363 - 368); Brenner y Fuller (1992) Proc. Natl.
Acad. Sci. 89:922-926; Durand et al., (1999) Appl. Microbiol. Biotechnol. 52: 208-214; Ahn et al., (2004) Appl.
Microbiol. Biotechnol. 64:833-839; Gouka et al., (1997) Appl Microbiol Biotechnol. 47:1-11 Broekhuijsen et al.,
(1993) J. Biotechnol. 31:135-145; MacKenzie et al., (1998) J. Biotechnol. 63:137 - 146 y las solicitudes de patente
publicadas 20040018573 y 20050158825. También USP 4.816.567 y USP 6.331.415 revelan procesos para
producir moléculas de inmunoglobulina en células huésped recombinantes. WO 01/18218 describe el uso de la
sefial de secrecion de xilanasa Il para aumentar la expresion y secrecion de una proteina de interés. WO
90/10075 describe la expresion de polipéptidos de fusion en levadura. Mikosch et al. (Journal of Biotechnology 52
(1996) 97-106) revela la secrecion de inhibidor de proteinasa de la mucosa humana activa mediante Aspergillus
niger tras el procesamiento similar a KEX2 de una proteina de fusion de inhibidor-glucoamilasa. WO 03/089614
revela la secrecién de inmunoglobulina tras el procesamiento similar a KEX2 de una proteina de fusiéon de
inmunoglobulina-glucoamilasa.

[0005] Aunque hay numerosos métodos disponibles para la produccion de enzimas industriales y proteinas
terapéuticas, continlia existiendo una necesidad de métodos alternativos para la produccion de proteinas y
especificamente para la produccion de proteinas terapéuticas, como produccion de anticuerpos, lo que resultara
en un tiempo de aumento de escala relativamente rapido y altos niveles de proteina producida con riesgo
limitado de contaminacion mediante agentes virales u otros agentes extrafios. La presente invencion responde a
esta necesidad.

SUMARIO DE LA INVENCION
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[0006] Se proporcionan un constructo de ADN de fusién, vectores, un polipéptido de fusion, una célula que
comprende el constructo de ADN de fusién, y métodos para mejorar la secrecion y/o escision de una proteina
deseada desde una célula. Mas especificamente, una region KEX2 abarcada por la invencion ha sido incluida en
un polipéptido de fusién para proporcionar la escisién de una proteina deseada desde el polipéptido de fusion.
Por lo tanto, la invencion pertenece a una region KEX2 para la escision de proteinas. Por ello, en un primer
aspecto, la presente invencién proporciona un constructo de ADN de fusién que codifica un polipéptido de fusién
que comprende en enlace operable desde el extremo 5' de dicho constructo,

un promotor;

una primera molécula de ADN que codifica una secuencia sefial funcional como una secuencia de secrecion en
una célula fungica filamentosa;

una segunda molécula de ADN que codifica una proteina portadora, donde la proteina portadora es un
polipéptido fungico secretado de manera natural o una porcién funcional del mismo;

una tercera molécula de ADN que codifica una region KEX2, donde la region KEX2 es VAVYKR; y

una cuarta molécula de ADN que codifica una proteina deseada.

[0007] En otros aspectos, la presente invencion proporciona un vector que comprende el constructo de ADN de
fusién de la presente invencion y una célula huésped que comprende el vector.

[0008] En otro aspecto adicional, la presente invencidon proporciona un proceso para producir una proteina
deseada en una célula fungica filamentosa que comprende:

(a) obtener una célula huésped fungica filamentosa que comprende un constructo de ADN de fusion de
la presente invencion;

(b) cultivar la célula huésped en condiciones adecuadas que permitan la expresion y produccion de la
proteina deseada; y

(c) recuperar la proteina deseada.

[0009] En otro aspecto adicional, la presente invencion proporciona un proceso para aumentar la produccion de
un anticuerpo a partir de una célula fungica filamentosa que comprende obtener una célula fungica filamentosa
que comprende un constructo de ADN de fusidon de la presente invencion, cultivar la célula fungica en
condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido de fusién y permitir la secrecion del polipéptido de
fusion, donde la secrecién de la proteina deseada es aumentada en comparaciéon con la secrecién de un
polipéptido de fusién equivalente que no incluye una presecuencia KEX2.

[0010] En otro aspecto adicional, la presente invencién proporciona un polipéptido de fusién que comprende a
partir de un extremo amino-terminal de dicho polipéptido de fusién una primera secuencia de aminoacidos que
comprende:

(a) una secuencia sefial funcional como secuencia secretora en una célula fungica filamentosa;

(b) una segunda secuencia de aminoacidos que comprende una proteina portadora, donde la proteina
portadora es un polipéptido fungico secretado de manera natural;

(c) una tercera secuencia de aminoacidos que comprende una region KEX2, donde dicha region es
VAVYKR; y

(d) una cuarta secuencia de aminoacidos que comprende una proteina deseada.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0011] Determinados aspectos de la descripcion detallada a continuacion se entienden mejor cuando se leen
conjuntamente con los dibujos que acompafian. Se enfatiza que, segun la practica comun, las diversas
caracteristicas de los dibujos no se encuentran a escala. Por el contrario, las dimensiones de las diversas
caracteristicas se aumentan o reducen de manera arbitraria para mayor claridad. En los dibujos se encuentran
incluidas las siguientes figuras:

La Fig. 1 ilustra de manera esquematica un modo de realizacién de un polipéptido de fusién segun la
invencion, que incluye una proteina portadora, una region KEX2 y una proteina deseada, donde la
proteina portadora se ilustra como un enlazador/nicleo de celobiohidrolasa | (CBH1, en inglés), que
comprende el dominio catalitico y parte de la regiéon enlazadora de la proteina CBH y la proteina
deseada se ilustra como una cadena pesada o cadena ligera de anticuerpo.

La Fig. 2 representa un mapa del plasmido pTrex4-her2 cadena ligera DNA2.0 usado para la expresion
de un polipéptido de fusion. El plasmido incluye un promotor de cbh1 de Trichoderma reesei; un
polipéptido que codifica una secuencia sefial de CBH1 y proteina portadora; una regiéon KEX2 insertada
inmediatamente tras el sitio Spel, un polinucleétido que codifica la proteina deseada ilustrado como una
cadena ligera de anticuerpo (trastuzumab); un terminador de celobiohidrolasa (cbh1) de Trichoderma
reesei; un marcador de acetamidasa de amdS Aspergillus nidulans.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 251752413

Las Fig. 3A - E proporcionan la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 103) (10885 pb) del plasmido
pTrex4 -her2 cadena ligera DNA2.0 de la Fig. 2.

La Fig. 4 muestra un analisis Western blot de sobrenadante de células Trichoderma reesei cultivadas
que comprenden secuencias de region KEX2 como se describe en mayor detalle en los ejemplos 1, 2, 3
y 4. La via 1 representa un marcador de peso molecular (Véase Blue Plus 2, Invitrogen). Las vias 2y 3
representan una variante GGGKR (SEQ ID NO: 5); la via 4 representa una variante GGGKRGGG (SEQ
ID NO: 7); la via 5 representa una variante VAVEKR (SEQ ID NO: 9) de la region KEX2 abarcadas por
la invencion; y las vias 6 y 7 representan una variante KRGGG (SEQ ID NO: 2).

La Fig. 5 muestra un analisis Western blot de sobrenadante de células Trichoderma reesei cultivadas
que comprenden regiones KEX2 abarcadas por la invencion como se describe en mayor detalle en el
ejemplo 5. La via 1 representa un marcador de peso molecular como se describe arriba. Las vias 2, 3,
4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12 y 13 representan de manera correspondiente las regiones KEX2 VAVEKR
(SEQ ID NO: 9), VAVWKR (SEQ ID NO: 25), VAVGKR (SEQ ID NO: 26), VAVRKR (SEQ ID NO: 27),
VAVTKR (SEQ ID NO: 28), VAVVKR (SEQ ID NO: 29), VAVAKR (SEQ ID NO: 30), VAVLKR (SEQ ID
NO: 31), VAVDKR (SEQ ID NO: 32), VAVNKR (SEQ ID NO: 33), VAVYKR (SEQ ID NO: 34), VAVHKR
(SEQ ID NO: 35).

La Fig. 6 muestra un Western blot de sobrenadantes de células Trichoderma reesei cultivadas que
contienen secuencias de region KEX2 como se describe en mayor detalle en los ejemplos 5,6y 7. Las
vias 1y 10 representan un marcador de peso molecular, como se describe arriba. Las vias 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9,11, 12, 13, 14, 15y 16 representan de manera correspondiente regiones KEX2 AAVEKR (SEQ
ID NO: 38), GAVEKR (SEQ ID NO: 37), MAVEKR (SEQ ID NO: 36), LAVEKR (SEQ ID NO: 39),
WAVEKR (SEQ ID NO: 40), KAVEKR (SEQ ID NO: 41), PAVEKR (SEQ ID NO: 42), DAVEKR (SEQ ID
NO: 51), VAVEKR (SEQ ID NO: 9), HAVEKR (SEQ ID NO: 52), QAVEKR (SEQ ID NO: 47), SAVEKR
(SEQ ID NO: 46), NVISKR (SEQ ID NO: 22), y SDVTKR (SEQ ID NO: 24).

La Fig. 7 muestra un analisis Western blot de sobrenadantes de células Trichoderma reesei cultivadas
que contienen secuencias de region KEX2 como se describe en mayor medida en el ejemplo 5. La via 1
representa un marcador de peso molecular, como se describe arriba. Las vias 2, 3, 4,5,6,7,8,9,10y
11 representan de manera correspondiente regiones KEX2 VAVEKR (SEQ ID NO: 9), VGVEKR (SEQ
ID NO: 56), VIVEKR (SEQ ID NO: 65), VEVEKR (SEQ ID NO: 55), VPVEKR (SEQ ID NO: 62),
VWVEKR (SEQ ID NO: 67), VKVEKR (SEQ ID NO: 58), VRVEKR (SEQ ID NO: 63), VVVEKR (SEQ ID
NO: 66), y VIVEKR (SEQ ID NO: 57).

La Fig. 8 muestra un analisis Western blot de sobrenadantes de células Trichoderma reesei cultivadas
que contienen secuencias de region KEX2 como se describe en mayor medida en el ejemplo 5. Las vias
1 - 11 representan de manera correspondiente regiones KEX2 VADEKR (SEQ ID NO: 70), VAAEKR
(SEQ ID NO: 69), VAEEKR (SEQ ID NO: 72), VAGEKR (SEQ ID NO: 73), VAIEKR (SEQ ID NO: 74),
VANEKR (SEQ ID NO: 76), VALEKR (SEQ ID NO: 75), VASEKR (SEQ ID NO: 79), VAREKR (SEQ ID
NO: 78) y VAPEKR (SEQ ID NO: 83).

La Fig. 9 muestra un gel de SDS-PAGE de sobrenadantes de células A. niger cultivadas que contienen
una region KEX 2 VAVEKR (SEQ ID NO: 9) como se describe en mayor detalle en el ejemplo 8. La via 1
representa un marcador de peso molecular, Marker 12 MW estandar (Invitrogen). Las vias 2, 3 y 4
representan 3 transformantes y corresponden respectivamente a transformantes A10, A11 y A12.

DEFINICIONES

[0012] A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados aqui tienen el mismo
significado que el entendido cominmente por un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY, 2D ED., John Wiley and
Sons, Nueva York (1994), y Hale & Markham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY, Harper
Perennial, N.Y. (1991) proporcionan al experto el significado general de muchos de los términos aqui usados.
Aun asi, se definen a continuacién determinados términos para una mayor claridad y facilidad de referencia.

[0013] El término "recombinante" cuando se usa en referencia a una célula, acido nucleico, proteina o vector,
indica que la célula, acido nucleico, proteina o vector ha sido modificado mediante la introducciéon de una
proteina o acido nucleico heterélogos o la alteracion de una proteina o acido nucleico nativos, o que la célula se
deriva de una célula modificada de este modo. Por ello, por ejemplo, las células recombinantes expresan acidos
nucleicos o polipéptidos que no se encuentran en la forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan
genes nativos que de otra manera se expresarian de manera anormal, serian subexpresados o sobreexpresados
0 NO se expresarian.

[0014] Un "gen" se refiere a un segmento de ADN que participa en la produccién de un polipéptido e incluye
regiones que preceden y siguen a las regiones codificantes, p.ej., el promotor y terminador, asi como secuencias
que intervienen (intrones) entre segmentos de codificacion individuales (exones).

[0015] El término "acido nucleico" abarca ADN, ARN, monocatenario o bicatenario y modificaciones quimicas de
los mismos. Los términos "acido nucleico" y "polinucledtido" pueden usarse de manera intercambiable aqui.
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Puesto que el codigo genético es degenerado, puede usarse mas de un codén para codificar un aminoacido
particular y la presente invencion abarca polinucleétidos, que codifican una secuencia de aminoacidos concreta.

[0016] EI término "constructo de ADN" significa una secuencia de ADN que se enlaza de manera operable a una
secuencia de control adecuada capaz de efectuar la expresion de una proteina en un huésped adecuado. Dichas
secuencias de control pueden incluir un promotor para efectuar la transcripcién, una secuencia de operador
opcional para controlar la transcripcidn, una secuencia de codificaciéon de sitios de enlace de ribosoma
adecuados en el ARNm, potenciadores y secuencias que controlan la terminacion de la transcripcion y
traduccion.

[0017] El término "constructo de ADN de fusion" o "acido nucleico de fusion" hace referencia a un acido nucleico
que comprende desde 5' a 3' varias secuencias de polinucledtidos (p.ej., una molécula de ADN que codifica una
secuencia sefial, una molécula de ADN que codifica una proteina portadora, una molécula de ADN que codifica
un sitio KEX2 y una molécula de ADN que codifica una proteina deseada) enlazadas de manera operable y que
codifican un polipéptido de fusion.

[0018] Un "vector" se refiere a una secuencia de polinucleétidos disefiada para introducir acidos nucleicos en
uno o mas tipos celulares. Los vectores incluyen vectores de clonacién, vectores de expresion, vectores
transportadores, plasmidos, particulas de fago, casetes y similares.

[0019] Un "vector de expresion" se refiere a un vector que tiene la capacidad de incorporar y expresar un
fragmento de ADN heterdlogo en una célula extrafia. Muchos vectores de expresion eucariéticos o procarioticos
se encuentran disponibles en el mercado.

[0020] Un "promotor" es una secuencia reguladora que participa en la union de ARN polimerasa para iniciar la
transcripcion de un gen.

[0021] EI término "secuencia sefial" hace referencia a una secuencia de aminoacidos en el extremo amino de
una proteina que dirige la proteina al sistema de secrecion para la secrecion a partir de una célula. La secuencia
sefial se escinde de la proteina antes de la secrecion de la proteina. En algunos casos, una secuencia sefial
puede denominarse también "péptido sefal" o "péptido lider". La definicion de una secuencia sefial es funcional.
La forma madura de la proteina extracelular carece de la secuencia sefial que se separa durante el proceso de
secrecion.

[0022] "Bajo control transcripcional” es un término bien comprendido en la técnica que indica que la transcripcion
de una secuencia de polinucleétidos, normalmente una secuencia de ADN, depende de si esta unida de manera
operable a un elemento que contribuye a la iniciacién de o promueve la transcripcion.

[0023] "Bajo control traduccional" es un término bien comprendido en la técnica que indica un proceso regulador
que se produce tras la formaciéon de ARNm.

[0024] EI término "unido de manera operable" hace referencia a la yuxtaposicion donde los elementos se
encuentran en una disposicion que les permite estar relacionados funcionalmente. Por ejemplo, un promotor esta
unido de manera operable a una secuencia codificante si controla la transcripcién de la secuencia.

[0025] EI término "marcador selectivo" hace referencia a una proteina capaz de expresion en un huésped que
permite la facilidad de seleccion de aquellos huéspedes que contienen un vector o acido nucleico introducido.
Los ejemplos de marcadores seleccionables incluyen, sin caracter limitativo, antimicrobianos (p.ej., higromicina,
bleomicina o cloranfenicol) y/o genes que confieren una ventaja metabdlica, como una ventaja nutricional sobre
la célula huésped.

[0026] Los términos "proteina" y "polipéptido” se usan aqui de manera intercambiable. Se usa aqui el cédigo
convencional de una letra o tres letras para los residuos de aminoacidos.

[0027] EI término "proteina portadora” hace referencia a una secuencia de polipéptido o parte funcional de la
misma de un polipéptido fungico secretado de manera natural.

[0028] EI término "proteina de anticuerpo” se usa de manera intercambiable con inmunoglobulinas (lgs), hace
referencia a una proteina que contiene uno o mas polipéptidos que se unen especificamente a un antigeno. Se
incluyen mediante este término anticuerpos de cualquier isotipo, fragmentos de anticuerpos que conservan la
union especifica al antigeno, incluyendo, sin caracter limitativo, anticuerpos Fab, Fv, scFv, Fd, Fab’, Fv, F(ab’),,
fragmentos de anticuerpos que conservan la unién especifica al antigeno, anticuerpos monoclonales, anticuerpos
quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos de una sola cadena, anticuerpos hibridos bifuncionales (es
decir, biespecificos) y proteinas de fusion que comprenden una parte de unién al antigeno de un anticuerpo y
una proteina no de anticuerpo.
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[0029] La forma monomérica de un anticuerpo comprende cuatro cadenas de polipéptido de dos tipos diferentes,
una pesada y una ligera. Se reconocen los diferentes tipos de cadenas pesada vy ligera. Las cadenas ligeras se
dividen estructuralmente en dos dominios, una region variable (VL) y una region constante (CL). La cadena
pesada también se divide en dominios estructurales diferentes. Por ejemplo, la cadena pesada y comprende,
desde el extremo amino-terminal, una region variable (VH), una regién constante (CH1), una regién bisagra, una
segunda region constante (CH2) y una tercera region constante (CH3).

[0030] El término "polipéptido de fusion equivalente" hace referencia a un polipéptido de fusién que tiene una
secuencia de aminoacidos idéntica comparada con un polipéptido de fusiéon de referencia, excepto por una
presecuencia de sitio KEX2. Un primer polipéptido de fusidon con una primera presecuencia de sitio KEX2 es
equivalente a un segundo polipéptido de fusion que tiene una presecuencia de sitio KEX2 diferente si los
polipéptidos tienen secuencias de aminoacidos idénticas, excepto por la diferencia en la presecuencia de sitio
KEX2.

[0031] EI término "derivado" abarca los términos "originado a partir de", "obtenido" u "obtenible a partir de" y
"aislado a partir de".

[0032] "Cepa huésped" o "célula huésped" significa un huésped adecuado para un vector de expresion o
constructo de ADN que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido y especialmente un polipéptido
de fusién recombinante abarcado por la invencién. En modos de realizacion especificos, las cepas huésped
pueden ser una célula fungica filamentosa. El término "célula huésped" incluye tanto células como protoplastos.

[0033] El término "hongos filamentosos" hace referencia a todas las formas filamentosas de la subdivision
Eumycotina (Véase, Alexopoulos, C. J. (1962), INTRODUCTORY MYCOLOGY, Wiley, Nueva York). Estos
hongos se caracterizan por un micelio vegetativo con una pared celular compuesta por quitina, glucanos y otros
polisacaridos complejos. Los hongos filamentosos de la presente invencion son distintos de forma morfolégica,
fisioldgica y genética de las levaduras. El crecimiento vegetativo por los hongos filamentosos se produce por
elongacion de las hifas y el catabolismo de carbono es obligatoriamente aerdbico.

[0034] El término "cultivar" se refiere a desarrollar una poblacion de células microbianas en condiciones
adecuadas en un medio sélido o liquido.

[0035] El término "heterdlogo” en relacion con un polinucledtido o polipéptido hace referencia a un polinucleétido
o polipéptido que no se produce de manera natural en una célula huésped. En algunos modos de realizacion, la
proteina es una proteina industrial importante desde un punto de vista comercial y en algunos modos de
realizacion, la proteina heterdéloga es una proteina terapéutica. Se desea que el término abarque proteinas que
son codificadas por los genes de origen natural, genes mutados y/o genes sintéticos.

[0036] EI término "homologo" en relacién con un polinucledtido o proteina hace referencia a un polinucleétido o
proteina que se produce de manera natural en la célula huésped.

[0037] Los términos "recuperado”, "aislado" y "separado" segun su uso aqui hacen referencia a un proteina,
célula, acido nucleico o aminoacido que se extrae de al menos un componente con el que se asocia de manera
natural.

[0038] Segun su uso aqui, los términos "transformado”, "transformado de manera estable" y "transgénico" usado
en relacion con una célula significa que la célula tiene una secuencia de acido nucleico no nativa (p.ej.,
heterdéloga) o copia adicional de una secuencia de acido nucleico nativa (p.ej., homdloga) integrada en su
genoma o tiene un plasmido episomal que se mantiene a lo largo de multiples generaciones.

[0039] Segun su uso aqui, el término "expresion" se refiere al proceso por el cual se produce un polipéptido
basandose en la secuencia de acido nucleico de un gen. El proceso incluye tanto transcripcion como traduccion.

[0040] EI término proteina "glicosilada" significa una proteina que tiene moléculas de oligosacaridos afiadidas a
un determinado residuo de aminoacido en la proteina.

[0041] EI término proteina "no glicosilada" es una proteina que no tiene moléculas de oligosacaridos unidas a la
proteina.

[0042] EI término "introducido” en el contexto de insertar una secuencia de acido nucleico en una célula, significa
"transfeccion" o "transformacion" o "transduccién” e incluye referencia a la incorporacion de una secuencia de
acido nucleico en una célula eucariética o procariética donde la secuencia de acido nucleico puede incorporarse
al genoma de la célula (p.ej., ADN mitocondrial, cromosoma, plasmido o plastido), convertido en un replicon
auténomo, o expresado de manera transitoria (p.ej., ARNm transfectado).
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[0043] EI término "KEX2" hace referencia a una endopeptidasa calcio-dependiente que tiene una actividad
definida como EC 3.4.21.61, segun la Nomenclatura de Enzimas de la IUBMB. KEX2 escinde una union
peptidica (el sitio de escision KEX2) que es inmediatamente C-terminal con respecto a un par de aminoacidos
basicos durante la secrecion de proteina.

[0044] EI término "region KEX2" hace referencia a una region de ocho a cuatro residuos de aminoacidos
contiguos que se sitla entre el extremo C-terminal de una proteina portadora y el extremo N-terminal de una
proteina deseada en un polipéptido de fusion. La region KEX2 consta de un sitio KEX2 y una presecuencia de
sitio KEX2.

[0045] EI término "sitio KEX2" hace referencia a motivos de escision KEX2 de dos aminoacidos en una proteina.
Un sitio KEX2 contiene dos aminoacidos basicos contiguos (p.gj., lisina, histidina y/o arginina) en cualquier
orden, (p.gj., KK, RR, KR o RK).

[0046] EI término "presecuencia de sitio KEX2" hace referencia a los de dos a seis aminoacidos contiguos [(X),

donde n es de 2 a 6] que preceden inmediatamente al sitio KEX2 (es decir, inmediatamente N-terminal con
respecto al sitio). Por ejemplo, si una region KEX2 se define como VAVEKR, el motivo "KR" es el sitio KEX2 de la
region; n es 4 y el motivo "VAVE" corresponde a la presecuencia de sitio KEX2 de la region.

[0047] El término "variante" se refiere a una region de una proteina que contiene uno o mas aminoacidos
diferentes en comparacion con una proteina de referencia.

[0048] EI término "proteina secretada" hace referencia a una regién de un polipéptido que es liberada de una
célula durante la secrecion de proteinas. En algunos modos de realizacion, la proteina secretada es la proteina
que se libera o escinde de un polipéptido de fusién recombinante de la invencion.

[0049] EI término "secrecion" se refiere al movimiento selectivo de una proteina a través de una membrana en
una célula huésped al espacio extracelular o medio circundante.

[0050] Los términos "determinar", "medir", "evaluar", "valorar" y "ensayar" se usan aqui de manera
intercambiable para referirse a cualquier forma de medicion, e incluyen la determinacién de si un elemento esta
presente o no. El término incluye tanto determinaciones cuantitativas como cualitativas. La evaluacion puede ser
relativa o absoluta.

[0051] La "evaluacion de la presencia de" incluye determinar la cantidad de algo presente, asi como determinar
si esta presente o ausente.

[0052] Pueden aparecer otras definiciones de términos a lo largo de la especificacion.

DESCRIPCION DETALLADA

[0053] Antes de describir los modos de realizacién de ejemplo en mayor detalle, se debe entender que esta
invencion no se limita a los modos de realizacion concretos descritos, ya que, por supuesto, estos pueden variar.
También se entendera que la terminologia utilizada aqui sigue el fin exclusivo de describir modos de realizacion
concretos, y no pretende ser limitativa, ya que el alcance de la presente invencion quedara limitado
exclusivamente por las reivindicaciones adjuntas.

[0054] Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta la décima de
la unidad del limite inferior a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre los limites superior e
inferior del intervalo también se revela de manera especifica. Cada intervalo menor entre cualquier valor
mencionado o valor intermedio en un intervalo mencionado y cualquier otro valor mencionado o intermedio en
ese intervalo mencionado queda abarcado en la invencion. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas
pequefios pueden incluirse o excluirse de manera independiente en el intervalo, y cada intervalo en el que
alguno, ninguno o ambos limites estan incluidos en los intervalos mas pequefios también queda abarcado en la
invencion, sujeto a algun limite excluido de manera especifica en el intervalo mencionado. Cuando el intervalo
mencionado incluye uno o ambos limites, los intervalos que excluyen alguno o ambos de aquellos limites
incluidos se incluyen también en la invencion.

[0055] Aunque cualquier método y material similar o equivalente a aquellos descritos aqui puede usarse en la
practica o ensayos de la presente invencion, se describen a continuacion los métodos y materiales preferidos y
de ejemplo.

[0056] Debe observarse que segun su uso aqui y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un",
"una", "el" y "la" incluyen los referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por

tanto, por ejemplo, la referencia a "un gen" incluye una pluralidad de dichos agentes candidatos y la referencia a
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"la célula" incluye la referencia a una o mas células y equivalentes de los mismos conocidos por aquellos con
experiencia en la técnica, etc.

[0057] Las publicaciones analizadas aqui se proporcionan Unicamente para su divulgacion antes de la fecha de
presentacion de la presente solicitud. Nada de la presente memoria debe interpretarse como una admisién de
que la presente invencion no tiene derecho a preceder dicha publicacion en virtud de invencién anterior. Ademas,
las fechas de la publicaciéon proporcionadas pueden ser diferentes a las fechas de publicacién reales, lo que
deberia confirmarse de manera independiente.

POLIPEPTIDOS DE FUSION -

[0058] Como se ha apuntado arriba, el polipéptido de fusion en cuestion comprende: a) una secuencia sefial; b)
una proteina portadora; c) una region KEX2 que comprende: i) un sitio KEX2 y ii) una presecuencia del sitio
KEX2 inmediatamente N-terminal con respecto al sitio KEX2; y d) una proteina deseada.

[0059] La Fig. 1 ilustra un polipéptido de fusion referido de la invencion. Las diversas partes del polipéptido
mencionado (es decir, "secuencia sefial", proteina portadora, "region KEX2" y "proteina deseada") son
etiqguetadas asi Unicamente para mayor claridad y conveniencia. Se reconoce que el polipéptido de fusion en
cuestion también puede denominarse "proproteina" o "proteina precursora" puesto que contiene generalmente
una region N-terminal que se separa durante la secrecion y una region C-terminal que es secretada.

Secuencias senal y proteinas portadoras -

[0060] La secuencia sefal de un polipéptido de fusion en cuestion puede ser cualquier secuencia sefial que
facilite la secrecion de proteinas desde una célula fungica filamentosa. En determinados modos de realizacion, el
polipéptido de fusioén referido puede comprender una secuencia sefial para una proteina que se conoce que es
altamente secretada a partir de la célula filamentosa en la que se va a producir la proteina de fusién. La
secuencia sefial empleada puede ser endégena o no enddégena a la célula en la que el polipéptido de fusion va a
producirse. En modos de realizaciéon concretos, la secuencia sefial puede comprender un "portador" que
contiene la secuencia sefial en su extremo N-terminal, donde el portador es al menos una parte N-terminal de
una proteina que es endogena a la célula y secretada eficientemente por la célula.

[0061] Las secuencias sefial y portadores adecuados son conocidos en la técnica (véase, p.ej., Ward et al,
Bio/Technology 1990 8:435-440; y Paloheimo et al, Applied and Environmental Microbiology 2003 69: 7073-
7082). Los ejemplos de secuencias sefial y proteinas portadoras adecuadas incluyen aquellos de
celobiohidrolasa |, celobiohidrolasa Il, endoglucanasas |, Il y Ill, a-amilasa, aspartil proteasas, glucoamilasa,
fitasa, mananasa, a y B glucosidasas, quimosina bovina, interferon humano y activador tisular del plasminégeno
humano y secuencias sefial eucaridticas consenso sintéticas como aquellas descritas por Gwynne et al., (1987)
Bio/Technology 5:713-719.

[0062] En algunos modos de realizacion, si se emplea Trichoderma (p.ej. T. reesei) como célula huésped, la
secuencia sefal o portador de mananasa | de T.reesei (Man5A, o MANI), celobiohidrolasa Il de T. reesei (Cel6A
o CBHIl), endoglucanasa | (Cel7b o EGI), endoglucanasa Il (Cel5a o EGII), endoglucanasa Il (Cel12A o EGIII),
xilanasas | o Il (Xynlla o Xynllb) o celobiohidrolasa | de T. reesei (Cel7a o CBHI) pueden emplearse en el
polipéptido de fusion.

[0063] En otros modos de realizacion, si se usa un Aspergillus (p.gj. A. niger) como célula huésped, la secuencia
sefial o portador de glucoamilasa de A. niger (GlaA) o alfa-amilasa puede emplearse en el polipéptido de fusion.
Las glucoamilasas de Aspergillus niger y Aspergillus awamori tienen secuencias de aminoacidos idénticas. Se
reconocen generalmente dos formas de la enzima en los sobrenadantes de cultivos. GAl es la forma de longitud
completa (residuos de aminoacidos 1 - 616) y GAll es un fragmento proteolitico natural que comprende los
residuos de aminoacidos 1 - 512. Se conoce que GAI se pliega en dos dominios separados unidos por una
region enlazadora extendida. Los dos dominios son el dominio catalitico de 471 residuos (aminoacidos 1 - 471) y
el dominio de enlace al almidon de 108 residuos (aminoacidos 509 - 616), siendo la region enlazadora entre los
dos dominios de 36 residuos (aminoacidos 472-508). GAIll carece del dominio de enlace al almidén. Se hace
referencia a Libby et al., (1994) Protein Engineering 7:1109 - 1114. En algunos modos de realizacion, la
glucoamilasa que se usa como proteina portadora y que incluye una secuencia sefial presentara mas de un 95%,
96%, 97%, 98% y 99% de identidad de secuencia con un dominio catalitico de una glucoamilasa de Aspergillus o
Trichoderma. EIl término "dominio catalitico” hace referencia a una region o parte estructural de la secuencia de
aminoacidos de una proteina que posee la actividad catalitica de la proteina.

[0064] En determinados modos de realizacion, la secuencia sefial y la proteina portadora se obtienen del mismo
gen. En algunos modos de realizacion, la secuencia sefal y la proteina portadora se obtienen de genes
diferentes.
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[0065] La proteina portadora puede incluir todo o parte de la secuencia madura de un polipéptido secretado. En
algunos modos de realizacion, se usan polipéptidos secretados de longitud completa. Sin embargo, pueden
emplearse partes funcionales de polipéptidos secretados. Segun su uso aqui, "parte" de un polipéptido secretado
0 equivalentes gramaticales significa un polipéptido secretado truncado que conserva su capacidad para
plegarse en una configuracion normal, aunque truncada.

[0066] En algunos casos, el truncamiento del polipéptido secretado significa que la proteina funcional conserva
una funcion bioldgica. En algunos modos de realizacion, se usa el dominio catalitico del polipéptido secretado,
aunque podrian usarse otros dominios funcionales, por ejemplo el dominio de unién al sustrato. En un modo de
realizacion, cuando se usa glucoamilasa como la proteina portadora (es decir, glucoamilasa de Aspergillus
niger), las partes funcionales preferidas conservan el dominio catalitico de la enzima e incluyen los aminoacidos
1 - 471 (véase, WO 03089614, p.ej., ejemplo 10). En otro modo de realizacién, cuando se usa CBH | como la
proteina portadora (es decir, CBH | de Trichoderma reesei) las partes funcionales preferidas conservan el
dominio catalitico de la enzima. Se hace referencia a la SEQ ID NO: de la figura 2 de WO 05093073, donde se
revela la secuencia que codifica una secuencia sefial de CBH1 de Trichoderma reesei, dominio catalitico de
CBH1 de T. reesei (también denominado dominio de nucleo o nucleo catalitico) y enlazador de CBH1 de T.
reesei. En algunos modos de realizacién, una proteina portadora de CBH1 y que incluye una secuencia sefial
tendra un 95%, 96%, 97%, 98% y 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1 de la figura 2 de WO
05093073.

[0067] En general, si la proteina portadora es una proteina truncada, es una proteina truncada de manera C-
terminal (es decir, contiene un extremo N-terminal intacto). De manera alternativa, la proteina portadora puede
truncarse de manera N-terminal, o truncarse opcionalmente en ambos extremos para dejar una parte funcional.
Generalmente, dichas partes de una proteina secretada que comprende una proteina portadora comprenden
mas del 50%, mas del 70%, mas del 80% y mas del 90% de la proteina secretada y preferiblemente la parte N-
terminal de la proteina secretada. En algunos modos de realizacién, la proteina portadora incluira una region
enlazadora ademas del dominio catalitico. En los constructos de fusion de los ejemplos aqui contenidos, parte de
la region enlazadora de la proteina de CBHI se uso6 en la proteina portadora.

[0068] Segun su uso aqui, la primera secuencia de aminoacidos que comprende una secuencia sefial funcional
como secuencia secretora es codificada por una primera molécula de ADN. La segunda secuencia de
aminoacidos que comprende la proteina portadora es codificada por una segunda secuencia de ADN. Sin
embargo, como se describe arriba la secuencia sefal y la proteina portadora pueden obtenerse del mismo gen.

Regién KEX2 -

[0069] La region KEX2 comprende un sitio KEX2 (B1B2) y una presecuencia de sitio KEX2 ((X)n=2-6)
inmediatamente N-terminal con respecto a dicho sitio KEX2. En algunos modos de realizacion, la region KEX2
proporciona medios para la escision (separacion) en el extremo amino-terminal de la proteina deseada desde el
polipéptido de fusion in vivo. La region KEX2 de un polipéptido de fusién de los abarcados por la invencion no es
una region de origen natural entre la proteina portadora y la proteina deseada.

[0070] El sitio de escision KEX2, que se produce en el extremo C-terminal de la region KEX2, puede escindirse
mediante una proteasa fungica filamentosa nativa (p.ej., una proteasa tipo KEXB de Aspergillus nativa o proteasa
de KEX2 de Trichoderma nativa). La proteina deseada se escinde de un polipéptido de fusién segun la invencion
inmediatamente aguas abajo del sitio KEX2.

[0071] EI sitio KEX2 contiene la secuencia de aminoacidos "B1B;" donde B1 y By, son independientemente,
aminoacidos basicos. Preferiblemente, el sitio KEX2 incluye cualquiera de KK, KR, RK o RR y mas
preferiblemente es KR.

[0072] La presecuencia de sitio KEX2 comprende una secuencia de aminoacidos (X),=2 - 6 donde X es cualquier
aminoacido y n es de 2 a 6 y preferiblemente 4. La region KEX2 segun se define aqui no se encuentra de
manera natural en la proteina portadora en el extremo C-terminal de la proteina portadora, que comprende el
polipéptido de fusion segun la invencion. En algunos modos de realizacion, la presecuencia de sitio KEX2 es una
secuencia de aminoacidos que es diferente de los residuos de aminoacido (X)=2 - ¢ contiguos de origen natural
en el extremo C-terminal de la proteina portadora. Sin embargo, los residuos de aminoacido (X),=2 - 6 contiguos
pueden encontrarse en otras partes de la proteina portadora y pueden unirse con un sitio KEX2 (B4B>) pero la
region KEX2 no se acoplara al extremo N-terminal de la proteina deseada.

[0073] Segun se describe aqui, cuando la presecuencia de sitio KEX2 se define como X X,X,X,B,B,,

a) X1, X2 y X3 no son G;
b)X1 noesS, siXZyXSSon G,X4esA,oX3esS;
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c)X4noesT, siXSesAyXZesS;o
d) X, no es D-

[0074] Como se describe aqui, la region KEX2 es X X, X, X BB, donde BiB, es KRy
a) X1, X2 y X3 no son G;
a)X1 noesS, si X, y X, son G,X4esA,oX3esS;
b)X4noesT, Si X3esAyX2esS;o
c)d) X, no es D

[0075] Segun se describe aqui, la presecuencia de sitio KEX2 se define como X XX X, donde,

a)X4esV, S,N, L, oK;
a)XSesA,V, D,W,EoP;
b)XzesV,I,LoF;y
c)X,esE,S, ToY.

[0076] Seguin se describe aqui, la presecuencia de sitio KEX2 se define como X4X3X2X1 donde,

a)X4esV, N, oL;
a)X,esA,V,D,W,EoP;
b)XzesV,I,LoF;y
c)X,esEoY.

[0077] Segun se describe aqui, la region KEX2 X XX, X KR puede seleccionarse entre el grupo de X, es V; X,

es A; Xoes V; Xy es Eo Y y combinaciones de los mismos.

[0078] Como se describe aqui, la presecuencia de sitio KEX2 se selecciona entre el grupo compuesto por VAVE
(SEQ ID NO: 84); NVIS (SEQ ID NO: 85); SDVT (SEQ ID NO: 86); VAVY (SEQ ID NO: 87); LAVE (SEQ ID NO:
88); KAVE (SEQ ID NO: 89); VAIE (SEQ ID NO: 90); VALE (SEQ ID NO: 91); VAFE (SEQ ID NO: 92); VWVE
(SEQ ID NO: 93); VEVE (SEQ ID NO: 94); y VPVE (SEQ ID NO: 95).

[0079] Como se describe aqui, la presecuencia de sitio KEX2 no es KSRS (SEQ ID NO: 109); SRIS (SEQ ID NO:
111); GGGS (SEQ ID NO: 110); TSTY (SEQ ID NO: 96); ASIS (SEQ ID NO: 97); ATAS (SEQ ID NO: 98); TASQ
(SEQ ID NO: 99); TASL (SEQ ID NO: 100), SVIS (SEQ ID NO: 101); NVIS (SEQ ID NO: 85); GGG; TSRD (SEQ
ID NO: 102); SPMD (SEQ ID NO: 106); DLGE (SEQ ID NO: 107); o TPTA (SEQ ID NO: 108).

[0080] En algunos modos de realizacion, la presecuencia de sitio KEX2 proporciona una escision y/o secrecion
mejoradas de una proteina deseada a partir de una célula huésped en comparacion con la escision y/o secrecion
de la proteina deseada a partir de un polipéptido de fusién equivalente que carece de una presecuencia de sitio
KEX2.

[0081] En algunos modos de realizacion, la presecuencia de sitio KEX2 es una presecuencia de sitio KEX2
optimizada. Una presecuencia de KEX2 optimizada es una presecuencia de KEX2 abarcada por la invencién
pero que proporciona una escision o secrecion mayor o mas eficiente desde una célula huésped en comparacion
con otras variantes de presecuencias de sitio KEX2.

[0082] En algunos modos de realizacion, el polipéptido de fusion abarcado por la invencion incluira una
presecuencia de KEX2 optimizada como la presecuencia de KEX2. La presecuencia de KEX2 optimizada puede
emplearse con cualquier secuencia sefial, cualquier region portadora de una proteina secretada, cualquier sitio
KEX2 o cualquier proteina deseada. La region KEX2 mencionada que contiene una presecuencia de sitio KEX2
optimizada puede no ser de origen natural. En determinados modos de realizacion, la region KEX2 referida que
contiene una presecuencia de sitio KEX2 optimizada no se encuentra en ninguna proteina que es secretada
desde una célula fungica filamentosa.

Proteinas deseadas -

[0083] La proteina deseada (o la proteina portadora) puede ser cualquier parte de una proteina que puede ser
secretada desde una célula fungica filamentosa. Tales proteinas incluyen las denominadas enzimas industriales,
proteinas terapéuticas, hormonas, proteinas estructurales, proteinas plasmaticas, aditivos alimentarios y
comestibles y similares. La proteina deseada puede ser una proteina heteréloga u homologa y puede incluir
polipéptidos hibridos que comprenden una combinacién de polipéptidos completos o parciales cada uno de los
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cuales puede ser homologo o heterélogo con respecto al huésped de expresion fungico. La proteina secretada
deseada puede derivarse de fuentes bacterianas (p.ej., especies Bacillus y Pseudomonas), fungicas (p.€j.,
especies Aspergillus, Trichoderma, Humicola, o Mucor), virales (p.ej., Hepatitis A o B o Adenovirus), mamiferas
(p-€j., seres humanos o ratones) y vegetales. Las proteinas deseadas incluyen variaciones alélicas de proteinas
de origen natural asi como variaciones obtenidas por ingenieria genética.

[0084] En un modo de realizacion, la proteina deseada puede ser una enzima como una carbohidrasa, como una
a-amilasa hidrolizante de almidén, una a-amilasa alcalina, una 3-amilasa, una celulasa, una dextranasa, una a-
glucosidasa, una a-galactosidasa, una glucoamilasa, una hemicelulasa, una pentosanasa, una xilanasa, una
invertasa, una lactasa, una naringanasa, una pectinasa o una pullulanasa; una proteasa como una proteasa
acida, una proteasa alcalina, bromelaina, ficina, una proteasa neutra, papaina, pepsina, una peptidasa, cuajo,
renina, quimosina, subtilisina, termolisina, una proteinasa aspartica, o tripsina; una enzima hidrolizante de
almidon granular, como una glucoamilasa o una alfa-amilasa; una lipasa o esterasa, como una trigliceridasa, una
fosfolipasa, una esterasa pregastrica, una fosfatasa, una fitasa, una amidasa, una iminoacilasa, una glutaminasa,
una lisozima, o una penicilina acilasa; una isomerasa como glucosa isomerasa; una enzima oxidante de fenol,
p.ej., una lacasa; oxidorreductasas, p.ej., una oxidasa de aminoacidos, una catalasa, una cloroperoxidasa, una
glucosa oxidasa, una hidroxiesteroide deshidrogenasa o una peroxidasa; una liasa como acetolactata
descarboxilasa; una B-descarboxilasa aspartica, una fumarasa o una histadasa; una transferasa como
ciclodextrina glicosiltransferasa o una aciltransferasa; o una ligasa, por ejemplo. En modos de realizacion
especificos, la proteina puede ser una aminopeptidasa, una carboxipeptidasa, una quitinasa, una glucoamilasa,
una alfa-amilasa, una cutinasa, una fitasa, una desoxirribonucleasa, una a-galactosidasa, una (-galactosidasa,
una B-glucosidasa, una lacasa, una manosidasa, una mutanasa, una enzima pectinolitica, una polifenoloxidasa,
ribonucleasa o transglutaminasa.

[0085] En otros modos de realizacion, la proteina deseada puede ser una proteina terapéutica (es decir, una
proteina que tiene una actividad bioldgica terapéutica). Los ejemplos de proteinas terapéuticas adecuadas
incluyen: eritropoyetina, citocinas como interferén-a, interferon-f3, interferén-y, interferon-o y granulocito-CSF,
GM-CSF, factores de coagulaciéon como factor VIII, factor IX y proteina C humana, antitrombina Ill, trombina,
cadena a de receptor de IgE soluble, inmunoglobulina, como inmunoglobulina G (IgG), fragmentos de IgG,
fusiones de IgG, IgM o IgA; interleucinas, urocinasa, quimasa e inhibidor de tripsina urea, proteina de unién a
IGF, factor de crecimiento epidérmico, factor de liberacion de hormona del crecimiento, proteina de fusién de
anexina V, angiostatina, factor de crecimiento endotelial vascular 2, factor inhibidor de progenitor mieloide 1,
osteoprotegerina, a-1-antitripsina, a-fetoproteinas, ADNasa |l, kringle 3 del plasminégeno humano,
glucocerebrosidasa, proteina 1 de unién a TNF, hormona estimulante del foliculo, Ig-antigeno 4 asociado al
linfocito T citotoxico, activador transmembrana y modulador del calcio y ligando de ciclofilina, fusién de Fc y
receptor de TNF soluble, proteina 1 similar al glucagon y agonista del receptor de IL-2.

[0086] En algunos modos de realizacion preferidos, la proteina deseada es una inmunoglobulina de cualquier
clase, G, A, M, E o D. (Véase, USP 4.816.567 y las referencias citadas en ella para el analisis de la estructura de
inmunoglobulinas). En otros modos de realizacion preferidos, las proteinas de anticuerpo como los anticuerpos
monoclonales que incluyen cadenas ligeras o pesadas y fragmentos de las mismas. En modos de realizacion
adicionales, los anticuerpos humanizados resultan de especial interés como proteina deseada (p.ej., trastuzumab
(herceptin)). Algunos ejemplos especificos de fragmentos de anticuerpo monoclonal preferidos son formas
truncadas de la cadena pesada para separar parte de la regiéon constante como fragmentos Fab en los que la
cadena pesada (Fd) carece de la regién bisagra y los dominios CH2 y CH3; fragmentos Fab' en los que la
cadena pesada incluye la region bisagra pero carece de los dominios CH2 y CH3; y fragmentos F(ab'); que
incluyen la parte Fab conectada mediante la region bisagra. (Verma et al., (1998) J. Immunological Methods
216:165 - 181 y Pennell y Eldin (1998) Res. Immunol. 149:599 - 603). También resultan de interés los
anticuerpos monocatenarios (ScFv) y anticuerpos de un solo dominio (p.ej., anticuerpos de camélidos).

[0087] En algunos modos de realizacion especialmente preferidos, un polipéptido de fusién segun la invencion
comprendera en unién operable una secuencia sefial, una proteina portadora, una region KEX2 y una proteina
deseada como se indica a continuacion:

VECTORES Y CONSTRUCTOS DE ADN DE FUSION -

[0088] En algunos modos de realizacion, la invencion proporciona un constructo de ADN de fusidon que codifica
un polipéptido de fusidon como se ha revelado arriba, que comprende en unién operativa desde el extremo 5' de
dicho constructo, un promotor; una primera molécula de ADN que codifica una secuencia sefial; una segunda
molécula de ADN que codifica una proteina portadora; una tercera molécula de ADN que codifica una region
KEX2, dicha regién KEX2 que comprende un sitio KEX2 y una presecuencia de sitio KEX2 inmediatamente 5'
con respecto al sitio KEX2; y una cuarta molécula de ADN que codifica una proteina deseada. Puesto que se
conoce el codigo genético, el disefio y produccion de estos acidos nucleicos se enmarca perfectamente en las
habilidades del experto, dada la descripcion del polipéptido de fusién en cuestion. En determinados modos de
realizacion, los acidos nucleicos pueden ser de codones optimizados para la expresion del polipéptido de fusion
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en una célula huésped concreta. Puesto que las tablas de uso de codones estan disponibles para numerosas
especies de hongos filamentosos, el disefio y produccion de acidos nucleicos de codones optimizados que
codifican un polipéptido de fusién mencionado se enmarca dentro de la habilidad del experto en la técnica.

Promotores -

[0089] Los ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion del acido nucleico mencionado en una
célula huésped fungica filamentosa son promotores obtenidos de los genes para TAKA amilasa de Aspergillus
oryzae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger, alfa-amilasa estable
en acido de Aspergillus niger (Korman et al (1990) Curr. Genet 17:203-212; Gines et al., (1989) Gene 79: 107 -
117), glucoamilasa de Aspergillus niger o Aspergillus awamori (glaA) (Nunberg et al., (1984) Mol. Cell Biol.
4:2306 - 2315; Boel E. et al., (1984) EMBO J. 3: 1581 -1585), lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de
Aspergillus oryzae, triosa fosfato isomerasa de Aspergillus oryzae, acetamidasa de Aspergillus nidulans (Hyner et
al., (1983) Mol. Cell. Biol. 3:1430 - 1439), amiloglucosidasa de Fusarium venenatum, proteasas similares a la
tripsina de Fusarium oxysporum (WO 96/00787), celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei (Shoemaker et al.
(1984) EPA EPO 0137280), celobiohidrolasa Il de Trichoderma reesei, endoglucanasa | de Trichoderma
reesei, endoglucanasa |l de Trichoderma reesei, endoglucanasa lll de Trichoderma reesei, endoglucanasa IV
de Trichoderma reesei , endoglucanasa V de Trichoderma reesei, xilanasa | de Trichoderma reesei, xilanasa |l
de Trichoderma reesei, beta-xilosidasa de Trichoderma reesei, asi como el promotor NAZ2-tpi (un hibrido de los
promotores de los genes para la alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger y triosa fosfato isomerasa de
Aspergillus oryzae); y promotores hibridos, truncados y mutantes de los mismos. Se hace referencia también a
Yelton et al., (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:1470 - 1474; Mullaney et al., (1985) Mol. Gen. Genet. 199:37 -
45; Lockington et al., (1986) Gene 33: 137 - 149; Macknight et al., (1986) Cell 46: 143 - 147; Hynes et al., (1983)
Mol. Cell Biol. 3: 1430 - 1439. Los promotores eucarioticos superiores como promotor temprano SV40 (Barclay et
al (1983) Molecular and Cellular Biology 3:2117 - 2130) también pueden ser utiles. Los promotores pueden ser
promotores constitutivos o inducibles. Algunos promotores preferidos incluyen una celobiohidrolasa | o Il de
Trichoderma reesei , una endoglucanasa |, Il o lll de Trichoderma reeseiy una xilanasa Il de Trichoderma reesei.

Vectores -

[0090] Un polinucledtido en cuestion puede estar presente en un vector, por ejemplo, un vector fagico,
plasmidico, viral o retroviral. En determinados modos de realizacién, el vector puede ser un vector de expresion
para expresar un polipéptido de fusion en cuestion en una célula fungica filamentosa.

[0091] Los vectores para la expresion de proteinas recombinantes son bien conocidas en la técnica (Ausubel, et
al, Short Protocols in Molecular Biology, 32 ed., Wiley & Sons, 1995; Sambrook, et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Segunda Edicion, (1989) Cold Spring Harbor, N.Y.).

[0092] Un constructo de ADN de fusion segun la invencion puede construirse usando técnicas conocidas como
se describe generalmente por ejemplo en la publicacion EPO 0 215 594.

[0093] Los fragmentos de polinucledtido natural o sintético que codifican la proteina deseada (p.ej., una
inmunoglobulina) puede incorporarse en vectores o constructos de acido nucleico heterélogos, capaces de
introducirse y replicar en una célula fungica filamentosa.

[0094] Una vez que se fabrica un constructo de ADN o mas especificamente un constructo de ADN de fusion
abarcado por la invencion puede incorporarse a una variedad de vectores como se conoce en la técnica. Aunque
el constructo de ADN incluira preferiblemente una secuencia promotora, en algunos modos de realizacion el
vector incluira otras secuencias reguladoras funcionales en el huésped a transformar, como sitios de union de
ribosomas, secuencias de iniciacion y terminacién de la transcripcion, secuencias terminadoras, sefiales de
poliadenilacién, potenciadores y/o activadores. En algunos modos de realizacion, un polinucleétido que codifica
la proteina deseada y region KEX2 se insertara en un vector que comprende un promotor, secuencia sefal y
proteina portadora en un sitio de endonucleasa de restricciéon apropiado mediante procedimientos estandares.
Dichos procedimientos y procedimientos de subclonacion relacionados se considera que recaen dentro del
alcance del conocimiento de aquellos con experiencia en la técnica.

[0095] Las secuencias de terminacion que son reconocidas por el huésped de expresion para terminar la
transcripcién pueden unirse de manera operable al extremo 3' del constructo de ADN de fusién que codifica la
proteina de fusion a expresar. Aquellos con experiencia en la técnica son conocedores de diversas secuencias
terminadoras que pueden usarse con hongos filamentosos. Los ejemplos no limitativos incluyen el terminador del
gen trpC de Aspergillus nidulans, (Yelton M. et al., (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:1470 - 1474) o el
terminador de los genes de glucoamilasa de Aspergillus niger (Nunberg et al. (1984) Mol. Cell. Biol. 4:2306 -
2353) o el terminador del gen de celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei.

[0096] Las secuencias de poliadenilacion son secuencias de ADN que cuando se transcriben son reconocidas
12
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por el huésped de expresion para afiadir residuos de poliadenosina a ARNm transcrito. Los ejemplos incluyen
secuencias de poliadenilacion del gen trpC de A. nidulans, (Yelton M. et al., (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81;1470 - 1474); de gen de glucoamilasa de A. niger (Nunberg et al. (1984) Mol. Cell. Biol. 4:2306 - 2315); el gen
de alfa-amilasa de A.niger o A. oryzae y el gen de carboxil proteasa de Rhizomucor miehei. Cualquier secuencia
de poliadenilacion fungica es probable que sea funcional en la presente invencion.

[0097] En modos de realizaciéon adicionales, el constructo de ADN de fusion o el vector que comprende el
constructo de ADN de fusidon contendra un gen marcador seleccionable para permitir la seleccion de células
huésped transformadas. Los genes marcadores de selecciéon son conocidos en la técnica y variaran con la célula
huésped usada. Los ejemplos de marcadores seleccionables incluyen, sin caracter limitativo, aquellos que
confieren resistencia antimicrobiana (p.ej., higromicina, bleomicina, cloramfenicol y fleomicina). Los genes que
confieren una ventaja metabdlica, como marcadores selectivos nutricionales, también seran utiles en la
invencion. Algunos de estos marcadores incluyen amdS. También pueden usarse como marcadores de seleccion
genes que codifican secuencias que complementan un defecto auxotréfico (p.ej., complementacion de pyr4 de un
A. nidulans, A. awamori o Trichoderma reesei deficiente en pyr4 y complementacion de argB de una cepa
deficiente en argB). Se hace referencia a Kelley et al., (1985) EMBO J. 4: 475 - 479; Penttila et al., (1987) Gene
61:155 -164 y Kinghorn et al (1992) Applied Molecular Genetics of Filamentous Fungi, Blackie Academic and
Professional, Chapman and Hall, Londres.

Células huésped -

[0098] Se proporciona también una célula huésped que comprende un constructo de ADN de fusion segun la
invencion. En modos de realizacién determinados, las células huésped pueden ser una célula huésped fungica
filamentosa. En algunos modos de realizacion, las células pueden ser células fungicas filamentosas de una cepa
que tiene un historial de uso para la produccién de proteinas que tienen un status GRAS, es decir, un Generally
Recognized as Safe (reconocido generalmente como seguro) por la FDA.

[0099] En modos de realizacion especificos, la célula fungica referida puede ser una célula de las siguientes
especies: Trichoderma, (p.ej., Trichoderma reesei (clasificada anteriormente como T. longibrachiatum 'y
actualmente también conocida como Hypocrea jecorina), Trichoderma viride, Trichoderma koningii, y
Trichoderma harzianum)); Penicillium sp.: Humicola sp. (p.ej., Humicolainsolens y Humicola grisea);
Chrysosporium sp. (p.€j., C. lucknowense); Gliocladium sp.; Aspergillus sp. (p.ej., Aspergillus oryzae, Aspergillus
niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus kawachi, Aspergillus aculeatus, Aspergillus japonicus, Asperqillus sojae, y
Aspergillus awamori), Fusarium sp.; Mucor sp.; Neurospora sp.; Hypocrea sp.; o Emericella sp. (Véase también,
Innis et al., (1985) Sci. 228:21-26), entre otros. En algunos modos de realizacién, las células fungicas referidas
pueden ser cepas de Aspergillus oryzae, ATCC 11490, Aspergillus niger que incluyen ATCC 22342, ATCC
44733, ATCC 14331, NRRL 3112, y cepas derivadas de las mismas. En algunos modos de realizacion, las
células fungicas referidas pueden ser cepas de Trichoderma que incluyen equivalentes funcionales de RL-P37
(Sheir-Neiss et al. (1984) Appl. Microbiol. Biotechnology 20:46 -53). Las cepas huésped de Trichoderma (Utiles
incluyen; NRRL 15709, ATCC 13631, ATCC 26921 (QM 9414) ATCC 32098, ATCC 32086 y ATCC 56765
(RUTC-30).

[0100] En algunos modos de realizacion, una célula huésped puede ser una donde los genes nativos se hayan
eliminado o inactivado. En algunos modos de realizacion, las células huésped preferidas presentan genes de
proteasa inactivados (p.e€j., aspartil proteasa) y se hace referencia a Berka et al. (1990) Gene 86:153-162 y USP
6.509.171. En algunos modos de realizacion, las células huésped preferidas tienen genes de celulasa
inactivados (p.ej., cbh1, cbh2 y egl, y egl?) y se hace referencia a la cepa con delecion cuadruple de T. reesei
revelada en WO 05/001036.

[0101] EI constructo de ADN de fusion descrito arriba puede estar presente en el genoma nuclear de la célula
huésped o puede estar presente en un plasmido que replica en la célula huésped, por ejemplo.

Transformacion

[0102] La introduccion de un constructo de ADN o vector en una célula huésped incluye técnicas como la
transformacion; electroporacién, microinyeccion nuclear; transduccion; transfeccion, (p.ej., transfecciéon mediada
por DEAE-Dextrina y mediada por lipofeccion); incubacion con precipitado de ADN vy fosfato calcico; bombardeo
a alta velocidad con microproyectiles recubiertos con ADN; y fusion de protoplastos. Las técnicas de
transformacion generales son conocidas en el sector (Véase, p.gj., Ausubel et al., (1987), supra, capitulo 9; y
Sambrook (1989) supra, y Campbell et al., (1989) Curr. Genet. 16:53-56). Se hace referencia también a WO
05/001036; USP 6.022.725; USP 6.103.490; USP 6.268.328; [y solicitudes de patente estadounidenses
publicadas 20060041113, 20060040353, 20060040353 y 20050208623].

[0103] La expresion de proteinas introducidas de manera recombinante en Trichoderma se describe en USP
6.022.725; USP 6.268.328; Harkki et al. (1991); Enzyme Microb. Technol. 13:227-233; Harkki et al., (1989) Bio
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Technol. 7:596-603; EP 244.234; EP 215.594; y Nevalainen et al., "The Molecular Biology of Trichoderma and its
Application to the Expression of Both Homologous and Heterologous Genes", en MOLECULAR INDUSTRIAL
MYCOLOGY, Eds. Leong and Berka, Marcel Dekker Inc., NY (1992) pags. 129 - 148). Se hace referencia
también a Cao et al., (2000) Protein Sci. 9:991 - 1001; Yelton et al., (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. 81:1470 - 1471;
USP 6,590,078; y Berka, et al., (1991) en: Applications of Enzyme Biotechnology, Eds. Kelly and Baldwin,
Plenum Press, NY) para la transformacion de cepas de Aspergillus.

[0104] En un modo de realizacion, la preparacion de Trichoderma sp. para la transformacion implica la
preparacion de protoplastos a partir de micelos fungicos. (Véase, Penttila et al., (1987) Gene 61:155 - 164). En
algunos modos de realizacion, los micelios se obtienen a partir de esporas vegetativas germinadas.

[0105] Generalmente, las células se cultivan en un medio estandar que contiene nutrientes y sales fisioldgicas
(véase, p.ej., Pourquie, J. et al., BIOCHEMISTRY AND GENETICS OF CELLULOSE DEGRADATION,
eds. Aubert, J. P. et al., Academic Press, pags. 71-86, 1988 y limen, M. et al., (1997) Appl. Environ.. Microbiol.
63:1298-1306). También son Utiles en la presente invencion los medios preparados comunes en el mercado
(p-€j., caldo de extracto de levadura-malta (YM), caldo Luria Bertani (LB) y caldo Sabouraud dextrosa (SD)). Las
condiciones de cultivo preferidas para un hongo filamentoso dado son conocidas en la técnica y pueden
encontrarse en la literatura cientifica y/o a partir de la fuente de los hongos como la American Type Culture
Collection (ATCC) y Fungal Genetics Stock Center.

[0106] En algunos modos de realizacion, cuando una inmunoglobulina es la proteina deseada, las células que
expresan inmuniglobulina se cultivaran en las condiciones empleadas normalmente para cultivar la linea celular
parental. Generalmente, las células se cultivaran en un medio estandar que contiene nutrientes y sales
fisiolégicas como las descritas por limen et al., (1997) supra,. Las condiciones de cultivo también seran
estandares (p.gj., incubacion a 25 - 30°C en matraces de agitacion sobre un agitador rotatorio) hasta que se
alcanzan niveles deseados de expresion de inmunoglobulina.

METODOS DE PRODUCCION DE PROTEINAS

[0107] Los métodos de produccion de una proteina deseada en una célula fungica filamentosa también se
encuentran abarcados por la invencion. En algunos modos de realizacion, estos métodos incluyen, obtener una
célula huésped filamentosa que comprende un constructo de ADN de fusién o vector segun la invencion y cultivar
la célula huésped filamentosa en condiciones adecuadas que permitan la expresion y secrecion de la proteina
deseada. Aunque un cultivo de células huésped (es decir, una composicidon que contiene las células huésped
mencionadas y medio de cultivo) puede contener la proteina secretada del polipéptido de fusién descrito arriba,
en algunos modos de realizacion, la proteina deseada se recupera del medio de cultivo. En algunos modos de
realizacion, la proteina deseada es purificada. La proteina puede recuperarse a partir del medio de cultivo
mediante cualquier método conveniente.

[0108] En algunos modos de realizacion, una célula fungica en cuestion puede cultivarse en condiciones de
fermentacién continua o por lotes. Una fermentacion por lotes clasica es un sistema cerrado, donde la
composicion del medio se establece al comienzo de la fermentacion y no se somete a alteraciones artificiales
durante la fermentacion. Por tanto, al comienzo de la fermentacion el medio es inoculado con el organismo u
organismos deseados. En este método, se permite que ocurra la fermentacion sin la adicién de componentes al
sistema. Normalmente, una fermentaciéon por lotes se califica como un "lote" con respecto a la adicién de la
fuente de carbono y a menudo se realizan intentos de controlar factores como el pH y concentracion de oxigeno.
Las composiciones de biomasa y metabolitos del sistema de lotes cambian constantemente hasta el momento en
el que para la fermentacion. En los cultivos por lotes, las células progresan a través de una fase de latencia
estatica hasta una fase logaritmica de alto crecimiento y finalmente hasta una fase estacionaria donde el indice
de crecimiento es reducido o interrumpido. Si no se tratan, las células en la fase estacionaria finalmente moriran.
En general, las células en fase logaritmica son responsables de la mayoria de la produccion del producto final.

[0109] Una variacion en el sistema de lotes estandar es el sistema de "fermentacion por lote alimentado”, que
también es util con la presente invencion. En esta variacién de un sistema por lotes tipico, el sustrato se afiade
en incrementos a medida que avanza la fermentaciéon. Los sistemas por lote alimentado son utiles cuando la
represion catabolica es apta para inhibir el metabolismo de las células y cuando es deseable tener cantidades
limitadas de sustrato en el medio. La medicién de la concentracién de sustrato real en los sistemas por lote
alimentado es dificil y, por tanto, se estima basandose en los cambios de factores medibles como pH, oxigeno
disuelto y la presion parcial de gases residuales como CO». La fermentacion por lotes y por lote alimentado son
comunes y conocidas en la técnica.

[0110] La fermentacion continua es un sistema abierto donde un medio de fermentacion definido se afiade
continuamente a un biorreactor y se extrae una cantidad equivalente de medio condicionado simultaneamente
para su procesamiento. La fermentacion continua generalmente mantiene los cultivos a una densidad elevada
constante donde las células se encuentran principalmente en un crecimiento en fase logaritmica.
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[0111] La fermentacion continua permite la modulacién de un factor o cualquier nimero de factores que afecten
al crecimiento celular y/o concentracion de producto final. Por ejemplo, en un modo de realizacién, un nutriente
limitante como la fuente de carbono o la fuente de nitrégeno se mantiene a un indice fijo y se permite moderar el
resto de parametros. En otros sistemas, pueden alterarse de forman continua una variedad de factores que
afectan al crecimiento mientras que la concentracion celular, medida por la turbidez del medio, se mantiene
constante. Los sistemas continuos se esfuerzan por mantener las condiciones de crecimiento estables. Por tanto,
la pérdida celular debido a la extraccién de medio debe equilibrarse con el indice de crecimiento celular en la
fermentacion. Se conocen métodos de modulacién de nutrientes y factores de crecimiento para procesos de
fermentacion continuos asi como las técnicas para maximizar el indice de formacién de producto.

Expresion y secrecion -

[0112] La produccién de una proteina deseada en una célula fungica filamentosa que comprende un constructo
de ADN de fusién que codifica un polipéptido de fusidn resulta en la secrecion de la proteina deseada del
polipéptido de fusion. Durante el proceso de secrecion en hongos, pueden unirse cadenas de azicar a una
proteina que va a ser secretada para producir una proteina glicosilada. En la presente invencion, la produccion
de la proteina deseada, (p.€j., un anticuerpo), puede incluir proteina glicosilada o no glicosilada.

[0113] En algunos modos de realizacion, la proteina secretada del referido polipéptido de fusion generalmente
esta presente en el medio de cultivo de la célula fungica filamentosa en una cantidad que es mayor a la cantidad
de la proteina secretada deseada de un polipéptido de fusién equivalente que carece de la presecuencia de sitio
KEX2, producido por una célula fungica filamentosa equivalente (es decir, el mismo tipo celular, cultivado en las
mismas condiciones). Un cultivo de las células en cuestion que producen una proteina deseada a partir de un
polipéptido de fusién segun la invencion puede contener mas del 5%, mas del 10%, mas del 20%, mas del 40%,
mas del 60%, mas del 80%, mas del 100%, mas del 150%, mas del 200%, mas del 300%, mas del 500% y mas
del 1000% de proteina deseada en el medio de cultivo, en comparacién con un cultivo celular equivalente que
expresa una proteina por lo demas equivalente que no contiene una presecuencia de sitio KEX2 segin queda
abarcado por la invencion.

[0114] En algunos modos de realizacién, el nivel de expresion y secrecion de una proteina deseada (p.gj., un
anticuerpo de longitud completa) sera mayor de 0,5 g/L. De manera rutinaria, puede recuperarse mas de 1,0 g/L
de la proteina deseada a partir del medio de cultivo. Pueden alcanzarse niveles reproducibles de mas de 1,5, 2,0
y 3,0 g/L. En algunos modos de realizacion, el nivel de expresion y secrecion de la proteina deseada sera mayor
de 10 g/L e incluso mayor de 20 g/L.

[0115] En algunos modos de realizacion de la invencion, la escision de la proteina deseada del polipéptido de
fusion recombinante sera mayor que la escisién de la misma proteina deseada de un polipéptido de fusion
recombinante equivalente que carece de la presecuencia de sitio KEX2. En algunos modos de realizacion, la
presecuencia de sitio KEX2 puede resultar en una proteina de fusién que se escinde con una eficiencia de al
menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 97%, al menos un 98%, al
menos un 99% o al menos el 100%, donde la eficiencia del 100% resulta en una proteina de secrecion deseada
totalmente escindida del polipéptido de fusion.

[0116] En determinados modos de realizacion, la eficiencia de escision de proteinas puede calcularse
determinando la cantidad de escision que se ha producido, p.ej., determinado la cantidad de proteina escindida
frente a la cantidad de proteina no escindida. En un modo de realizacion, la cantidad de escision de proteina
puede calcularse determinando la proporcion de la cantidad de proteina escindida en el medio de cultivo con
respecto a la cantidad de proteina de fusiéon no escindida en el medio de cultivo por volumen del cultivo celular.

[0117] Un polipéptido de fusidn que contiene una presecuencia de sitio KEX2 o una presecuencia de sitio KEX2
optimizada, en algunos modos de realizacién, puede resultar en un polipéptido de fusién que es escindido a una
eficiencia de al menos un 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100%, donde el 100%
de eficiencia es una proteina deseada completamente escindida.

[0118] En otros modos de realizacion, la eficiencia de secrecion de un polipéptido de fusion en cuestion puede
calcularse determinando la cantidad de parte secretada de ese polipéptido de fusion en el medio de crecimiento
de una célula que secreta esa proteina. Esta determinacion puede ser cuantitativa, cualitativa, relativa o
absoluta. En un modo de realizacion, la cantidad de proteina secretada en el medio de cultivo de una célula que
secreta una fusién en cuestion puede ser al menos un 10%, al menos un 30%, al menos un 50%, al menos un
70%, al menos un 90%, al menos dos veces, al menos cinco veces o al menos diez veces superior a la cantidad
de la proteina secretada por una célula que produce un polipéptido de fusiéon equivalente que no contiene una
presecuencia de KEX2 optimizada.

[0119] En algunos modos de realizacién, el aumento en la secrecién y/o escision puede medirse frente a una
region KEX2 estandar definida como GGGB1B donde B1B2 es KK, KR, RK o RR y preferiblemente KR. En un
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modo de realizacion, la cantidad de proteina secretada o proteina deseada en el medio de cultivo de una célula
que secreta una fusioén en cuestion puede ser al menos un 10%, al menos un 30%, al menos un 50%, al menos
un 70%, al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 100%, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos
5 veces y al menos 10 veces mayor a la cantidad de la proteina secretada o proteina deseada secretada por un
polipéptido de fusién equivalente en un huésped equivalente en las mismas condiciones esencialmente.

METODOS DE DETECCION -

[0120] También se proporcionan métodos de deteccion para identificar presecuencias de sitio KEX2 optimizadas.
Estos métodos pueden incluir: a) alterar una presecuencia de sitio KEX2 de un polipéptido de fusion parental
para producir un polipéptido de prueba y b) evaluar la secrecion del polipéptido de fusion de prueba por una
célula fungica filamentosa. En determinados modos de realizacion, la secrecion y/o escision de la proteina
deseada a partir de polipéptidos de fusion de prueba se compara con la secrecion y/o escision de la proteina de
fusion parental. En modos de realizacion concretos, el método incluye evaluar la cantidad de una proteina
secretada del polipéptido de fusién en un medio de cultivo en relacién con la cantidad de una parte secretada del
polipéptido de fusién en una célula, por volumen de cultivo, o evaluar la cantidad de una proteina secretada de
un polipéptido de fusién recombinante en un medio de cultivo. En otros modos de realizacion, el método incluye
evaluar la cantidad de una proteina secretada (proteina deseada) liberada o escindida de un polipéptido de
fusion en un medio de cultivo en relacion con la cantidad de la proteina secretada que permanece en la forma del
polipéptido de fusién (p.ej., unida a la proteina portadora).

[0121] En estos ensayos de deteccion, la proteina de fusion parental tiene una secuencia de aminoacidos que se
ilustra de manera esquematica en la Fig. 1, donde X es cualquier aminoacido. En determinados modos de
realizacion, la proteina de fusion parental y la proteina de fusion de prueba pueden ser idénticas excepto por la
presecuencia de sitio KEX2. Una proteina de fusion recombinante parental y una proteina de fusion
recombinante de prueba pueden diferir en uno, dos, tres o cuatro aminoacidos en la presecuencia de sitio KEX-2.
Una alteracién puede ser una sustitucion, insercion o delecion de aminoacido, y si hay dos o tres alteraciones,
las alteraciones pueden darse en aminoacidos contiguos, aminoacidos no contiguos o una combinacién de
aminoacidos contiguos y no contiguos.

[0122] En un modo de realizacion, la presecuencia de sitio KEX2 de un polipéptido de fusion parental puede
alterarse para producir una pluralidad de polipéptidos de fusiéon de prueba diferentes que contienen cada uno
presecuencias de sitio KEX2 diferentes y evaluar después la secrecion y/o escision de los polipéptidos de fusion
de prueba y los polipéptidos de fusion parentales mediante una célula fungica filamentosa.

[0123] Estos métodos pueden llevarse a cabo usando protocolos que son conocidos generalmente (véase, p.€j.,
Ward et al (1990) Bio/Technology 8:435-440 y Spencer (1998) Eur. J. Biochem 258: 107-112, entre otros), en
los que se introduce un vector en una célula, se cultiva la célula, y se somete a ensayo el cultivo celular para
detectar la presencia de la proteina celular. En un modo de realizacion, se altera un acido nucleico recombinante
que codifica una fusion parental (la estructura de la cual se muestra en la Fig. 1) para producir un acido nucleico
que codifica un polipéptido de prueba, y se usan los dos acidos nucleicos para transformar células fangicas
filamentosas idénticas (que pueden ser cualquiera de las células huésped arriba enumeradas). Las dos lineas
celulares se cultivan en condiciones idénticas, y se evalua la eficiencia de secrecion y/o escision de la parte
secretada de la proteina. La secuencia sefial, proteina secretada, el sitio KEX2 y la presecuencia de sitio KEX2
de la proteina de fusién parental pueden ser cualquier secuencia sefal, proteina secretada, sitio KEX2 o
presecuencia de sitio KEX2 conocidos, incluyendo aquellos enumerados arriba.

[0124] Como se ha apuntado arriba, la eficiencia de la secrecién o escision de proteina puede evaluarse de
muchas formas diferentes, por ejemplo, comparando las cantidades normalizadas o absolutas de parte secretada
en el medio de cultivo entre los diferentes cultivos, o comparando la cantidad de la parte secretada de la proteina
con la cantidad de la parte no secretada de la proteina. Esta evaluacién puede ser cuantitativa, cualitativa,
relativa o absoluta, por ejemplo.

[0125] Una presecuencia de sitio KEX2 optimizada puede identificarse probando una pluralidad de diferentes
proteinas de fusidon de prueba segun los métodos anteriores; y determinando cuales de las diferentes proteinas
de fusion de prueba es secretada y/o escindida mas eficientemente; donde la presecuencia de sitio KEX2
optimizada es la presecuencia de sitio KEX2 de la proteina de fusién recombinante de prueba que es secretada
mas eficientemente.

[0126] Un cultivo de células que contiene al menos un 10%, al menos un 20%, al menos un 30%, al menos un
50%, al menos un 70% y al menos un 95% mas de proteina deseada o secretada que un cultivo de control indica
que la presecuencia de sitio KEX2 aumenta la secrecion y/o escision de proteina a partir de esas células.

EJEMPLOS
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[0127] Los siguientes ejemplos se plantean para proporcionar a aquellos con experiencia en la técnica una
divulgacién y descripcion completa de como realizar y utilizar la presente invencion, y no pretenden limitar el
alcance de lo que los inventores consideran su invencion ni pretenden representar que los experimentos a
continuacién son todos o los Unicos experimentos llevados a cabo. Se han realizado esfuerzos por garantizar la
exactitud con respecto a los numeros utilizados (p.ej., cantidades, temperatura, etc.) pero deben tenerse en
cuenta algunos errores y desviaciones experimentales. A menos que se indique lo contrario, las partes son
partes en peso, el peso molecular es el peso molecular medio en peso, la temperatura se da en grados
centigrados (°C), la presién es atmosférica o cercana a la atmosférica y se aplican las siguientes abreviaturas, M
(Molar); uM (micromolar); N (Normal); mol (moles); mmol (milimoles); ymol (micromoles); nmol (nanomoles); g
(gramos); mg (miligramos) kg (kilogramos); ug (microgramos); L (litros); ml (mililitros); h (horas); min (minutos);
PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida); kDa (kilodaltons); y pb (pares de bases). Se usan los siguientes
ensayos y métodos en los ejemplos que se proporcionan a continuacion:

A. Construccion del vector pTrex4:

[0128] Se clond ADN sintético en un vector de expresion de Trichoderma (pTrex4) para generar plasmidos de
expresion apropiados para su uso en los ejemplos descritos a continuacion.

[0129] PTrex4 es una version modificada de pTrex2 y derivada de un vector de expresion pTrex3g. La
construccion de pTrex3g se describe en detalle en el Ejemplo 6 de WO 05/001036. En resumen, el pTrex3g se
basa en el vector de E.coli pSL1180 (Pharmacia, Inc., Piscataway , NJ) que es un vector basado en el plasmido
pUC 118 con un sitio de clonacién multiple extendido que contiene 64 secuencias de reconocimiento de enzimas
de restriccion hexaméricas. Se disefid como un vector de destino de Gateway (Hartley, J.L. et al., (2000)
Genome Research 10:1788 - 1795) para permitir la insercién usando Gateway Technology (Invitrogen) de
cualquier marco de lectura abierto deseado entre las regiones de promotor y terminador del gen cbh1 de T.
reesei .

[0130] Los detalles del pTrex4-her2 cadena ligera DNA2.0 son los siguientes (Fig. 2 y Fig. 3): El plasmido es de
10885 kb de tamafio (SEQ ID NO: 103). En la region poliligadora de pSL 1180 se encuentran insertados los
siguientes segmentos de ADN:

Un segmento de 2,2 pb de ADN de la region promotora del cbh? de T. reesei;
la secuencia de ADN de la secuencia sefial de cbh1 de T. reesei (subrayada); dominio catalitico,
enlazador (cursiva) (1570 bases) (SEQ ID NO: 104)

ATGTATCGGAAGTTGGCCGTCATCTCGGCCTTCTTGGCCACAGCTCGTGCTCAGTCGGCCTG
CACTCTCCAATCGGAGACTCACCCGCCTCTGACATGGCAGAAATGCTCGTCTGGTGGCACTT
GCACTCAACAGACAGGCTCCGTGGTCATCGACGCCAACTGGCGCTGGACTCACGCTACGAA
CAGCAGCACGAACTGCTACGATGGCAACACTTGGAGCTCGACCCTATGTCCTGACAACGAG
ACCTGCGCGAAGAACTGCTGTCTGGACGGTGCCGCCTACGCGTCCACGTACGGAGTTACCA
CGAGCGGTAACAGCCTCTCCATTGGCTTTGTCACCCAGTCTGCGCAGAAGAACGTTGGCGCT
CGCCTTTACCTTATGGCGAGCGACACGACCTACCAGGAATTCACCCTGCTTGGCAACGAGTT
CTCTTTCGATGTTGATGTTTCGCAGCTGCCGTAAGTGACTTACCATGAACCCCTGACGTATCT
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TCTTGTGGGCTCCCAGCTGACTGGCCAATTTAAGGTGCGGCTTGAACGGAGCTCTCTACTTC
GTGTCCATGGACGCGGATGGTGGCGTGAGCAAGTATCCCACCAACACCGCTGGCGCCAAGT
ACGGCACGGGGTACTGTGACAGCCAGTGTCCCCGCGATCTGAAGTTCATCAATGGCCAGGC
CAACGTTGAGGGCTGGGAGCCGTCATCCAACAACGCAAACACGGGCATTGGAGGACACGG
AAGCTGCTGCTCTGAGATGGATATCTGGGAGGCCAACTCCATCTCCGAGGCTCTTACCCCCC
ACCCTTGCACGACTGTCGGCCAGGAGATCTGCGAGGGTGATGGGTGCGGCGGAACTTACTC
CGATAACAGATATGGCGGCACTTGCGATCCCGATGGCTGCGACTGGAACCCATACCGCCTG
GGCAACACCAGCTTCTACGGCCCTGGCTCAAGCTTTACCCTCGATACCACCAAGAAATTGAC
CGTTGTCACCCAGTTCGAGACGTCGGGTGCCATCAACCGATACTATGTCCAGAATGGCGTCA
CTTTCCAGCAGCCCAACGCCGAGCTTGGTAGTTACTCTGGCAACGAGCTCAACGATGATTAC
TGCACAGCTGAGGAGGCAGAATTCGGCGGATCCTCTTTCTCAGACAAGGGCGGCCTGACTC
AGTTCAAGAAGGCTACCTCTGGCGGCATGGTTCTGGTCATGAGTCTGTGGGATGATGTGAGT
TTGATGGACAAACATGCGCGTTGACAAAGAGTCAAGCAGCTGACTGAGATGTTACAGTACT
ACGCCAACATGCTGTGGCTGGACTCCACCTACCCGACAAACGAGACCTCCTCCACACCCGGT
GCCGTGCGCGGAAGCTGCTCCACCAGCTCCGGTGTCCCTGCTCAGGTCGAATCTCAGTCTCC
CAACGCCAAGGTCACCTTCTCCAACATCAAGTTCGGACCCATTGGCAGCACCGGCAACCCTA
GCGGCGGCAACéCTCCCGGCGGAAA CCCGCCTGGCACCACCACCA CCCGCCGCCCA GCCACTA
CCACTGGAAGCTCTCCCGGACCTACTAGT

[0131] La secuencia de aminoacidos de la secuencia sefial de cbh1 de T. reesei; dominio catalitico; enlazador
(480 aminoacidos) se representa a continuacion (SEQ ID NO: 105)

MYRKLAVISAFLATARAQSACTLQSETHPPLTWQKCSSGGTCTQQTGSVVIDANWRWT
HATNSSTNCYDGNTWSSTLCPDNETCAKNCCLDGAAYASTYGVTTSGNSLSIGEFVTQSAQKNY
GARLYLMASDTTYQEFTLLGNEFSFDVDVSQLPCGLNGALYFVSMDADGGVYSKYPTNTAGAKY
GTGYCDSQCPRDLKFINGQANVEGWEPSSNNANTGIGGHGSCCSEMDIWEANSISEALTPHPCTT
VGQEICEGDGCGGTYSDNRYGGTCDPDGCDWNPYRLGNTSFYGPGSSFTLDTTKKLTVVTQFE
TSGAINRYYVQNGVTFQQPNAELGSYSGNELNDDYCTAEEAEFGGSSFSDKGGLTQFKKATSGG
MVLVMSLWDDYYANMLWLDSTYPTNETSSTPGAVRGSCSTSSGVPAQVESQSPNAKVTFSNIK
FGPIGSTGNPSGGNPPGGNPPGTTITRRPATTITGSSPGPTS

[0132] EI plasmido también contiene un terminador de cbh1, un marcador seleccionable de amdS de A. nidulans
y nucleétidos que codifican la cadena ligera del anticuerpo.

B. Transformacion biolistica de T. reesei:

[133] En todos los ejemplos a continuacion, la transformacion se llevé a cabo en un derivado de la cepa de T.
reesei (WO 05/001036) con delecion cuadruple (Achb1, Acbh2, Aegl, y Aegl2) derivada de manera original de
RL-P37 (Sheir-Neiss et al., (1984) Appl. Microbiol. Biotechnol. 20:46 - 53; USP 4.797.361) con el vector pTrex4
apropiado usando el protocolo explicado a continuacion.

[0134] Se prepar6 una suspension de esporas (aproximadamente 5x10° esporas/ml) de la cepa Trichoderma. Se
extendieron 100ul - 200ul de suspensién de esporas en el centro de las placas de medio minimo con acetamida.
El medio minimo con acetamida tenia la siguiente composicion: 0,6 g/L acetamida; 1,68 g/L CsCl; 20 g/L glucosa;
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20 g/L KH2POy4; 0,6 g/L CaCl,.2H20; 1 ml/L 1000X solucion de oligoelementos; 20 g/L agar Noble; pH 5,5. La
solucioén de oligoelementos 1000X contenia 5,0 g/l FeSO4.7HZO, 1,6 g/l MnSO4.HZO, 1,4 g/l ZnSO4.7HZO y 1,049/

CoCl,.6H,0. Se dejo secar la suspension de esporas sobre la superficie del medio minimo con acetamida.

[0135] La transformacion de la cepa Trichoderma por el método de transformacion biolistica se logré usando un
sistema de liberacion de particulas Biolistic® PDS-1000/He de Bio-Rad (Hercules, CA) siguiendo las
instrucciones del fabricante (véase, WO 05/001036 y US 2006/0003408).

C. Transformacion de Aspergillus -

[0136] El protocolo de transformacion de Aspergillus era una modificacion del método Campbell (Campbell et at.
(1989). Curr. Genet. 16:53-56). También se revelan detalles del método de transformacion de Aspergillus niger
en WO 03089614 y la publicacion de patente estadounidense 20050153399. Se sometieron a ensayo los
transformantes para la produccion de proteinas en gel SDS y Western blot para seleccionar los transformantes
en funcién de la cantidad de proteina producida.

D. Fermentacion de cepas T. reesei y Aspergillus niger transformadas con el vector de expresion:

[0137] En general, se siguié el protocolo de fermentacion descrito en Foreman et al., (2003) J. Biol. Chem
278:31988 -31997.

E. El Medio Proflo contiene: 30 g/L a-lactosa; 6,5 g/L (NH,),SO,; 2g/L KH,PO,; 0,3g/L MgSO,.7H,O; 0,2g/L
CaCIZ; 1ml/L solucion salina de oligoelementos 1000X; 2ml/ L 10% Tween 80; 22,25g/L harina de semilla de
algoddn Proflo (Traders Protein, Memphis, TN); 0,72g/L CaCO3.

F. El Medio definido contiene: 5g/L (NH4).SO.; 33g/L tampon PIPPS; 9g/L casaminoacidos; 4,5g/L KH2POyu;
1g/L CaCly; 1g/L MgS04.7H,0; 5ml/L antiespumante Mazu DF60-P (Mazur Chemicals, Gurnee, IL); 1 ml/L
solucién de oligoelementos 1000X. Tras colocar en autoclave, se afiadieron 40 ml de 40% lactosa.

G. La solucion de oligoelementos 1000X contiene: 5,0 g/l FeS04.7H.0, 1,6 g/l MnSO4.HO, 1,4 g/l
ZI’ISO4.7H20 y 1,0 g/| COC|2.6H20

H. El analisis de proteinas se realizé mediante analisis de Western blot y gel SDS estandar.

Ejemplo 1

Construccion de una cepa de expresion de la cadena ligera de trastuzumab que contiene un sitio de
escision KEX2 KRGGG (SEQ ID NO: 2)

[0138] EI ADN (SEQ ID NO: 1) que codifica la cadena ligera de trastuzumab segun la secuencia de aminoacidos
publicada de anticuerpo 4D5-8 (Carter et al, Proc. Natl. Acad. Sci. 1992 89: 4285-4289) fue sintetizado por
DNA2.0 Inc. (1455 Adams Drive, Menlo Park, CA94025).

ACTAGTAAACGCGGTGGCGGTGATATTCAAATGACACAATCTCCTTCTTCTCTGTCA
GCCTCAGTGGGCGACCGTGTGACGATTACTTGCCGCGCCTCTCAGGACGTTAACACT
GCCGTCGCATGGTACCAGCAGAAGCCAGGCAAGGCGCCCAAGCTTCTGATTTACAG
CGCTTCGTTCCTGTACTCTGGCGTGCCATCCCGCTTCTCTGGCAGCCGAAGCGGCAC
GGATTTCACCCTGACCATTTCGTCCCTGCAGCCCGAGGATTTCGCCACGTATTACTG
CCAGCAGCACTACACCACTCCACCCACCTTTGGCCAAGGAACGAGAGTCGAAATCA
CTCGCACGGTCGCTGCCCCTTCAGTCTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAACAGCTGA
AGTCTGGTACGGCCAGCGTCGTTTGCTTGCTTAATAACTTCTATCCGCGAGAGGCGA
AGGTCCAATGGAAGGTTGATAACGTTCTGCAGTCCGGCAATTCGCAGGAGAGCGTG
ACCGAGCAGGATTCAAAGGATAGCACCTACTCACTCAGCAGCACCCTGACGTTGTC
CAAGGCCGATTACGAGAAGCATAAGTTGTATGCATGCGAGGTCACCCACCAGGGAC
TGTCAAGCCCAGTTACCAAGTCGTTCAATCGAGGCGAGTGCTAAGGCGCGCC (SEQ
ID NO: 1).
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[0139] La cadena ligera codificada por el ADN contiene un sitio de escision KEX2 KRGGG (SEQ ID NO:2) en su
extremo N-terminal. Los sitios de restriccion Spel y Ascl se incluyeron para fines de clonacion. EI ADN sintético
se clond en vector de expresion de Trichoderma (pTrex4) para generar un plasmido de expresion llamado
pTrex4-her2 cadena ligera DNA2.0 (Fig. 2). El plasmido resultante codifica una proteina de fusion que contiene
una region enlazadora/nacleo de CBHI de Trichoderma y la cadena ligera de anticuerpo, separados por un sitio
KEX2. El plasmido fue digerido con la enzima de restriccion Xbal y transformado biolisticamente en una cepa de
Trichoderma reesei derivada de la cepa con delecion cuadruple descrita en WO 05001036, ejemplo 5). Se
obtuvieron mas de 20 transformantes y se transfirieron a nuevas placas. Se seleccionaron veinte transformantes
estables para su cultivo en medio Proflo durante 2 dias a 30°C. Se transfirieron 5 ml del cultivo de dos dias de
antigliedad de Proflo a 50 ml de medio definido. Los cultivos se desarrollaron durante 5 dias a 28°C. Los caldos
de cultivo fueron centrifugados y se usaron los sobrenadantes para el andlisis de proteinas. Los datos del
Western blot (Fig. 4) indicaron que mas del 90% de la proteina de fusion estaba escindida en la mejor cepa
productora de cadena ligera (transformante 1010-18, variante KRGGG). Sin embargo, GGG continda en el
extremo N-terminal de la cadena ligera de anticuerpo escindido, lo que no es deseable. También se detectd una
banda de aproximadamente 50 kd en el Western blot, lo que puede resultar de la dimerizaciéon de dos moléculas
de cadena ligera.

Ejemplo 2

Construccion de una cepa de expresion de la cadena ligera de trastuzumab que contiene el sitio de
escision KEX2 GGGKR (SEQ ID NO:5)

[0140] Se sintetizaron dos cebadores (GGACTAGTGGTGGCGGTAAACGCGATATTCAAATGACACAATCT C;
SEQ ID NO:3 y AAGGCGCGCCTTAGCACTCGCCTCGATTG ; SEQ ID NO:4) mediante Invitrogen (1600
Faraday Avenue. Carlsbad, CA 92008) y se usaron para amplificar ADN de la cadena ligera de trastuzumab.

[0141] EI fragmento de PCR resultante codifica la cadena ligera de anticuerpo que contiene un sitio KEX2 de
secuencia GGGKR (SEQ ID NO:5) en su extremo N-terminal. El fragmento de PCR fue digerido con enzimas de
restriccion Spel y Ascl y clonado al vector de expresion pTrex4 para generar un plasmido llamado pTrex4-
GGGKR-her2 DNA2.0. Se analiz6 la fidelidad del fragmento de PCR mediante secuenciacion de ADN. El
plasmido fue digerido con la enzima de restriccion Xbal y transformado biolisticamente usando técnicas
estandares en la cepa T. reesei descrita arriba. Se obtuvieron mas de 20 transformantes y se transfirieron a
nuevas placas. Se seleccionaron un total de 21 transformantes estables para su cultivo en medio Proflo durante
2 dias a 30°C. Se transfirieron 5 ml de cultivo de 2 dias de antigliedad de Proflo a 50 ml de medio definido. Los
cultivos se mantuvieron durante 5 dias a 28°C. Los caldos de cultivo fueron centrifugados y se usaron los
sobrenadantes. El analisis Western blot indic6 que mas del 95% de la proteina del transformante 1010-BS
(variante GGGKR) y el transformante 1010-B6 (variante GGGKR) era una proteina de fusion no escindida (Fig.
4). También se detecté una banda de aproximadamente 150 kd en el Western blot. Esto puede resultar de la
dimerizacién de las dos moléculas de fusion de cadena ligera-nicleo de CBH1.

Ejemplo 3

Construccion de una cepa de expresion de la cadena ligera de trastuzumab que contiene un sitio de
escision KEX2 GGGKRGGG (SEQ ID NO: 7)

[0142] Se sintetizaron dos oligos, GGACTAGTGGCGGTGGCAAACGCGGTGGCGGTGATATTC (SEQ ID NO.
6) y AAGGCGCGCCTTAGCACTCGCCTCGATTG (SEQ ID NO. 4), mediante Invitrogen y se usaron para
amplificar ADN de la cadena ligera. El fragmento de PCR resultante codifica la cadena ligera y la secuencia
GGGKRGGG (SEQ ID NO:7) para la escision de KEX2. El fragmento de PCR fue digerido con enzimas de
restriccion Spel y Ascl y clonado al vector de expresion pTrex4 para generar un plasmido llamado pTrex4-
GGGKRGGG-her2 cadena ligera DNA2.0. Se analiz¢ la fidelidad del fragmento de PCR mediante secuenciacion
de ADN. El plasmido fue digerido con enzima de restricciéon Xbal y transformado biolisticamente en la cepa
T.reesei como se describe arriba. Se obtuvieron mas de 10 transformantes y se transfirieron a nuevas placas. Se
seleccionaron 3 transformantes estables para su cultivo en medio Proflo durante 2 dias a 30°C. Se transfirieron 5
ml del cultivo de dos dias de antigiedad de Proflo a 50 ml de medio definido. Los cultivos se mantuvieron
durante 5 dias a 28°C. Los caldos de cultivo fueron centrifugados y se usaron los sobrenadantes para el analisis
de proteinas. Los datos del gel Western indicaron que, en transformante 1011-1 (variante GGGKRGGG), mas del
90% de la proteina de fusion fue escindida (Fig. 4). Sin embargo, GGG continu6 en el extremo N-terminal de la
cadena ligera de anticuerpo escindido, lo que no es deseable.

Ejemplo 4

Construccion de una cepa de expresion de la cadena ligera de trastuzumab que contiene una region
KEX2 VAVEKR (SEQ ID NO: 9)
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[0143] Una region KEX 2 VAVEKR (SEQ ID NO: 9) se encuentra de forma natural en la prorregion de la xilanasa
de alto punto isoeléctrico (pl) de T. reesei, Xyn 2 (Torronen et al., (1992) Biotechnol. 10:1461 - 1465). Para
construir un  polipéptdo de fusiébn segun la invencidon, se sintetizaron dos  oligos,
GGACTAGTGTCGCCGTTGAGAAACGCGATATTCAAATGACACAAT CTCC (SEQ ID NO. 8) vy
AAGGCGCGCCTTAGCACTCGCCTCGATTG (SEQ ID NO. 4), mediante Invitrogen y se usaron para amplificar
ADN de la cadena ligera.

[0144] EIl fragmento de PCR resultante codifica la cadena ligera y la secuencia VAVEKR (SEQ ID NO:9) para la
escision de KEX2. El fragmento de PCR fue digerido con enzimas de restriccion Spel y Ascl y clonado al vector
de expresion pTrex4 para generar un plasmido llamado pTrex4-VAVE-her2 cadena ligera DNA2.0. Se analizo la
fidelidad del fragmento de PCR mediante secuenciacion de ADN. El plasmido fue digerido con enzima de
restriccion Xbal y transformado biolisticamente en la cepa T.reesei como se describe arriba. Se obtuvieron mas
de 20 transformantes y se transfirieron a nuevas placas. Se seleccionaron 6 transformantes estables para su
cultivo en medio Proflo durante 2 dias a 30°C. Se transfirieron 5 ml del cultivo de dos dias de antigiiedad de
Proflo a 50 ml de medio definido. Los cultivos se mantuvieron durante 5 dias a 28°C. Los caldos de cultivo fueron
centrifugados y se usaron los sobrenadantes para el analisis de proteinas. Los datos del gel Western indicaron
que, en transformante 1012-2 (variante VAVEKR, SEQ ID NO: 9) mas del 95% de las proteinas de fusion fueron
escindidas (Fig. 4).

Ejemplo 5

Construccion de una cepa de expresion de la cadena ligera de trastuzumab que contiene variantes de la
region KEX2 VAVEKR (SEQ ID NO: 9)

[0145] Se sintetiz6 ADN (SEQ ID NO: 10) que codifica la cadena ligera del anticuerpo trastuzumab mediante
Geneart (Josef- Engert-Strasse 11, 93053 Regesburg, Alemania).
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ACTAGTAAGCGCGGCGGCGGCGAGGTCCAGCTCGTCGAGAGCGGCGGCGGCCTCGT
CCAGCCCGGCGGCAGCCTCCGCCTCAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCAACATCAAGG
ACACCTACATCCACTGGGTCCGCCAGGCCCCCGGCAAGGGCCTCGAGTGGGTCGCC
CGCATCTACCCCACCAACGGCTACACCCGCTACGCCGACAGCGTCAAGGGCCGCTT
CACCATCAGCGCCGACACCAGCAAGAACACCGCCTACCTCCAGATGAACAGCCTCC
GCGCCGAGGACACCGCCGTCTACTACTGCAGCCGCTGGGGCGGCGACGGCTTCTAC
GCCATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTCACGGTCTCCAGCGCCAGCACCAA
GGGCCCAAGCGTCTTTCCCCTCGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACCG
CCGCCCTCGGCTGCCTCGTCAAGGACTACTFCCCCGAGCCCGTCACTGTCAGCTGGA
ACAGCGGCGCTCTCACCAGCGGCGTCCACACCTTCCCCGCCGTCCTCCAGAGCAGC
GGCCTCTACAGCCTCAGCAGCGTCGTCACCGTCCCCAGCAGCAGCCTCGGCACCCA
GACCTACATCTGCAACGTCAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTCGACAAGCGCG
TCGAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCCGCCCCCGAG
CTGCTCGGCGGCCCCTCCGTCTTTCTCTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTCATG
ATCAGCCGCACCCCCGAGGTCACCTGCGTCGTCGTCGATGTCAGCCACGAGGACCC
CGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTCGACGGCGTCGAGGTCCACAACGCCAAGACCA
AGCCCCGCGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACCGCGTCGTCAGCGTCCTGACCGTC
CTCCACCAGGACTGGCTCAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAGGC
CCTCCCCGCCCCCATCGAAAAGACCATCAG
CAAGGCCAAGGGCCAGCCCCGCGAGCCCCAGGTCTACACCCTCCCCCCCAGCCGCG
AGGAGATGACCAAGAACCAGGTCTCCCTCACCTGCCTGGTCAAGGGCTTCTACCCC
AGCGACATCGCCGTCGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGA
CCACCCCCCCCGTCCTCGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCG
TCGACAAGAGCCGCTGGCAGCAGGGCAACGTCTTTAGCTGCAGCGTCATGCACGAG
GCCCTCCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTCAGCCTCAGCCCCGGCAAGTAAGG
CGCG

(SEQID NO: 10)

[0146] Este ADN codifica KRGGG (SEQ ID NO: 2) y la cadena ligera del anticuerpo humano. Se incluyeron dos
sitios de restriccion Spel y Ascl para fines de clonacién. La secuencia de nucleétidos fue mutada para eliminar un
sitio kex2 interno mediante mutagénesis dirigida (Stratagene, 11011 North Torrey Pines Road, La Jolla, CA
92037) y los dos cebadores usados para la mutagénesis en la reaccion de PCR fueron
TCGAGATCACCCGCACCGTCGCG GCGCCAAG (SEQ ID NO: 11) y
CGACGGTGCGGGTGATCTCGACCTTGGTGCCCTGG CCG (SEQ ID NO: 12). ElI ADN que codifica la
cadena ligera resultante contenia dos nucledtidos sustituidos en la secuencia de ADN que cambiaban el
aminoacido K a T. Se sintetizaron dos oligos,
GGACTAGTGTCGCCGTTGAGAAACGCGACATCCAGATGACCCAGAGC (SEQ ID NO: 13) y
CTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGC (SEQ ID NO: 14), mediante Invitrogen y se usaron para amplificar ADN de
la cadena ligera. El fragmento de PCR resultante codifica la cadena ligera y VAVEKR (SEQ ID NO: 9). El
fragmento de PCR fue digerido con enzimas de restriccion Spel y Ascl y clonado al vector de expresion pTrex4
para generar un plasmido llamado pTrex4-VAVE-her2 cadena ligera Geneart (KR-TR). Se analiz6 la fidelidad del
fragmento de PCR mediante secuenciacion de ADN. El plasmido fue digerido con enzima de restriccion Xbal y
cotransformado biolisticamente en la cepa T.reesei con el plasmido de expresiéon de la cadena pesada. Se
obtuvieron mas de 40 transformantes y se transfirieron a nuevas placas. Se seleccionaron mas de 20
transformantes estables para su cultivo en medio Proflo durante 2 dias a 30°C. Se transfirieron 5 ml del cultivo de
dos dias de antigiiedad de Proflo a 50 ml de medio definido. Los cultivos se mantuvieron durante 4 dias a 28°C.
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Los caldos de cultivo fueron centrifugados y se usaron los sobrenadantes para el analisis de proteinas. Los datos
de Western blot indicaron que en la variante VAVEKR (transformante 17-43), mas del 90% de la proteina de
fusion fue escindida (Fig. 5).

[0147] Para generar cambios de aminoacido en el residuo de glutamina de la presecuencia de sitio KEX2 de
VAVEKR (SEQ ID NO: 9), se sintetizé un cebador degenerado
(GGACTAGTGTCGCCGTTNNSAAACGCGACATCC AGATGACCCAGAG (SEQ ID NO:15) y se usé en una
reaccion de PCR con cebador inverso (SEQ ID NO: 14) para amplificar ADN para generar un conjunto de
fragmentos de PCR. Los fragmentos de PCR mezclados se clonaron en vector de expresion de Trichoderma
p(Trex4). Se secuenciaron 13 clones y se produjeron 7 variantes (tabla 1). Los 7 plasmidos se transformaron
biolisticamente en la cepa T. reesei. Se obtuvieron mas de 40 transformantes para cada variante y se
transfirieron a nuevas placas. Para el primer grupo de tres variantes (VAVWKR (SEQ ID NO: 25), VAVGKR (SEQ
ID NO: 26) y VAVRKR (SEQ ID NO: 27)), se seleccionaron 15 transformantes estables para cada variante. Para
el segundo conjunto de cuatro variantes (VAVTKR (SEQ ID NO: 28), VAVVKR (SEQ ID NO: 29), VAVAKR (SEQ
ID NO: 30) y VAVLKR (SEQ ID NO: 31)), se seleccionaron 11 transformantes estables para cada variante. Los
transformantes seleccionados se cultivaron en medio Proflo durante 2 dias a 28°C. Se transfirieron 5 ml de
cultivo de dos dias de antigliedad de Proflo a 50 ml de medio definido. Los cultivos se mantuvieron durante 4
dias a 28°C. Los caldos de cultivo fueron centrifugados y se usaron los sobrenadantes para el analisis de
proteinas.

[0148] Se sintetizd un nuevo cebador (GGACTAGTGTCGCCGTTNACAAACGCGACATCCAGATGAC CCAGAG
SEQ ID NO: 16) y se uso en una reaccion de PCR con cebador inverso (SEQ ID NO: 14) para amplificar ADN
para generar fragmentos de PCR con secuencias multiples. Los fragmentos de PCR mezclados se clonaron en
vector de expresion de Trichoderma p(Trex4). Se secuenciaron 10 clones y se produjeron 4 variantes mas
(VAVDKR (SEQ ID NO: 32), VAVNKR (SEQ ID NO: 33), VAVYKR (SEQ ID NO: 34) y VAVHKR (SEQ ID NO:
35)). Se transformaron los plasmidos biolisticamente en la cepa Trichoderma descrita arriba. Se obtuvieron mas
de 40 transformantes para cada variante y se transfirieron a nuevas placas. Se seleccionaron 10 transformantes
estables de cada variante y se cultivaron en medio Proflo durante 2 dias a 28°C. Se transfirieron 5 ml del cultivo
de dos dias de antigliedad de Proflo a 50 ml de medio definido. Los cultivos se mantuvieron durante 4 dias a
28°C. Los caldos de cultivo fueron centrifugados y se usaron los sobrenadantes para el analisis de proteinas.

[0149] Se selecciond un transformante (el mejor transformante productor de cadena ligera) de cada variante en
el residuo de glutamina para compararse. El analisis Western indicé que la variante VAVYKR (SEQ ID NO: 34)
produjo mas cadena ligera que cualquier otra variante. Las variantes VAVTKR (SEQ ID NO: 28) y VAVDKR (SEQ
ID NO: 32) tienen mas proteina de fusion lo que indica una escision menos eficiente. (Fig. 5).

[0150] Para generar cambios de aminoacido en el primer residuo de valina del sitio de presecuencia de KEX2
(VAVEKR, SEQ ID NO: 9), se sintetizé un cebador degenerado
(GGACTAGTNNSGCCGTCGAGAAGCGCGACATCCAGATGACCCAG AG; SEQ ID NO: 17) que se us6 en una
reaccion de PCR con cebador inverso CTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGC (SEQ ID NO:14) para amplificar ADN
para generar fragmento de PCR con multiples secuencias. Los fragmentos de PCR mezclados se clonaron en
vector de expresion de Trichoderma (pTrex4). Se secuenciaron 30 clones y se produjeron 13 variantes
(MAVEKR (SEQ ID NO: 36), GAVEKR (SEQ ID NO: 37), AAVEKR (SEQ ID NO:38), LAVEKR (SEQ ID NO: 39),
WAVEKR (SEQ ID NO: 40), KAVEKR (SEQ ID NO: 41), PAVEKR (SEQ ID NO: 42), RAVEKR (SEQ ID NO: 43),
NAVEKR (SEQ ID NO: 44), TAVEKR (SEQ ID NO: 45), SAVEKR (SEQ ID NO: 46), QAVEKR (SEQ ID NO: 47) y
EAVEKR (SEQ ID NO: 48)). Se disené un nuevo cebador, se sintetizod
(GGACTAGTNWCGCCGTCGAGAAGCGCGACATCCAGATGACCCAGAG SEQ ID NO: 18) y se us6 en una
reaccion de PCR con cebador inverso CTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGC (SEQ ID NO: 14) para amplificar ADN
para generar fragmento de PCR con multiples secuencias. Los fragmentos de PCR mezclados se clonaron en
vector de expresion de Trichoderma (pTrex4). Se secuenciaron 19 clones y se produjeron 5 variantes mas
(YAVEKR (SEQ ID NO: 49), FAVEKR (SEQ ID NO: 50), DAVEKR (SEQ ID NO: 51), HAVEKR (SEQ ID NO: 52) y
IAVEKR (SEQ ID NO: 53)). Los plasmidos que contenian las siguientes 11 variantes (MAVEKR (SEQ ID NO: 36),
GAVEKR (SEQ ID NO: 37), AAVEKR (SEQ ID NO: 38), LAVEKR (SEQ ID NO:39), WAVEKR (SEQ ID NO: 40),
KAVEKR (SEQ ID NO: 41), PAVEKR (SEQ ID NO: 42), HAVEKR (SEQ ID NO: 52), DAVEKR (SEQ ID NO: 51),
SAVEKR (SEQ ID NO: 46) y QAVEKR (SEQ ID NO: 47)) se transformaron biolisticamente en la cepa T. reesei.

[0151] Se obtuvieron mas de 20 transformantes para cada variante y se transfirieron a nuevas placas. Se
seleccionaron mas de 8 transformantes estables de cada variante y se cultivaron en medio Proflo durante 2 dias
a 28°C. Se transfirieron 5 ml del cultivo de dos dias de antigiiedad de Proflo a 50 ml de medio definido. Los
cultivos se mantuvieron durante 4 dias a 28°C. Los caldos de cultivo fueron centrifugados y se analizaron los
sobrenadantes mediante SDS-PAGE de proteinas. Se seleccioné un transformante (el mejor transformante
productor) de cada variante. El analisis Western indico (Fig. 6) que todas las variantes producian cadena ligera.
Todas mostraron menos del 95% de escision excepto LAVEKR (SEQ ID NO: 39). Esta variante mostré escisién
de KEX2 mas eficiente que la variante VAVEKR (SEQ ID NO: 9).
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[0152] Para generar cambios de aminoacido en el residuo de alanina de la regiéon KEX2 (VAVEKR, SEQ ID NO:
9)), se sintetizé6 un cebador degenerado (GGACTAGTGTCNNSGTTGAGAAAGGCGACATCCAGATGACCCA
GAGC; SEQ ID NO: 19) que se us6 en una reaccion de PCR con cebador inverso (SEQ ID NO:14) para
amplificar ADN para generar fragmento de PCR con muiltiples secuencias. Los fragmentos de PCR mezclados se
clonaron en vector de expresion de Trichoderma (pTrex4). Se secuenciaron 96 clones y se produjeron 15
variantes (VDVEKR (SEQ ID NO: 54), VEVEKR (SEQ ID NO: 55), VGVEKR (SEQ ID NO: 56), VIVEKR (SEQ ID
NO: 57), VKVEKR (SEQ ID NO: 58), VLVEKR (SEQ ID NO: 59), VMVEKR (SEQ ID NO: 60), VNVEKR (SEQ ID
NO: 61), VPVEKR (SEQ ID NO:62), VRVEKR (SEQ ID NO: 63), VSVEKR (SEQ ID NO: 64), VTVEKR (SEQ ID
NO: 65), VVVEKR (SEQ ID NO: 66), VWVEKR (SEQ ID NO: 67) y VYVEKR (SEQ ID NO: 68)). Se transformaron
5 plasmidos biolisticamente en la cepa T. reesei. Se obtuvieron mas de 20 transformantes de cada variante y se
transfirieron a nuevas placas. Para este primer conjunto de 5 variantes (VGVEKR (SEQ ID NO: 56), VTVEKR
(SEQ ID NO: 65), VWVEKR (SEQ ID NO: 67), VEVEKR (SEQ ID NO: 55) y VPVEKR (SEQ ID NO: 62)), se
seleccionaron 10 transformantes estables. Para este segundo conjunto de 4 variantes (VKVEKR (SEQ ID NO:
58), VRVEKR (SEQ ID NO: 63), VVVEKR (SEQ ID NO: 66) y VIVEKR (SEQ ID NO: 57)), se seleccionaron 10
transformantes estables. Los transformantes seleccionados se cultivaron en medio Proflo durante 2 dias a 28°C.
Se transfirieron 5 ml del cultivo de dos dias de antigiiedad de Proflo a 50 ml de medio definido. Los cultivos se
mantuvieron durante 4 dias a 28°C. Los caldos de cultivo fueron centrifugados y se analizaron los sobrenadantes
mediante gel de SDS de proteinas. Se seleccioné un transformante (el mejor transformante productor) de cada
variante para compararse (tabla 1). El analisis Western (Fig. 7) indicd que solo la cadena ligera libre podia
detectarse en las tres variantes: VGVEKR (SEQ ID NO: 56); VEVEKR (SEQ ID NO: 55) y VWVEKR (SEQ ID NO:
67). La variante VPVEKR (SEQ ID NO: 62) produjo menos cadena ligera libre y alguna fusién ligera-CBHI no
escindida.

[0153] Para generar cambios de aminoacido en el segundo residuo de valina del sitio KEX2 (VAVEKR, SEQ ID
NO: 9), se sintetizo un cebador degenerado
(GGACTAGTGTCGCCNNSGAGAAACGCGACATCCAGATGACCCAG AG; SEQ ID NO:20) que se uso6 en una
reaccion de PCR con cebador inverso (SEQ ID NO:14) para amplificar ADN para generar fragmento de PCR con
multiples secuencias. Los fragmentos de PCR mezclados se clonaron en vector de expresion de Trichoderma
(pTrex4). Se secuenciaron 36 clones y se produjeron 15 variantes (VAAEKR (SEQ ID NO: 69), VADEKR (SEQ
ID NO: 70), VAEEKR (SEQ ID NO: 71), VAFEKR (SEQ ID NO: 72), VAGEKR (SEQ ID NO: 73), VAIEKR (SEQ ID
NO: 74), VALEKR (SEQ ID NO: 75), VANEKR (SEQ ID NO: 76), VAQEKR (SEQ ID NO: 77), VAREKR (SEQ ID
NO: 78), VASEKR (SEQ ID NO: 79), VATEKR (SEQ ID NO: 80), VAWEKR (SEQ ID NO: 81), VAYEKR (SEQ ID
NO: 82) y VAPEKR (SEQ ID NO: 83)). Se transformaron plasmidos biolisticamente en la cepa T. reesei. Se
obtuvieron mas de 20 transformantes para cada variante y se transfirieron a nuevas placas. Para el primer
conjunto de 8 variantes (VAAEKR (SEQ ID NO: 69), VADEKR (SEQ ID NO: 70), VAEEKR (SEQ ID NO: 71),
VAFEKR (SEQ ID NO: 72), VAGEKR (SEQ ID NO: 73), VANEKR (SEQ ID NO: 76), VALEKR (SEQ ID NO: 75) y
VAIEKR (SEQ ID NO: 74)), se seleccionaron 10 transformantes estables. Para el segundo conjunto de 2
variantes (VASEKR (SEQ ID NO: 79) y VAREKR (SEQ ID NO: 78), se seleccionaron 8 transformantes estables.
Se seleccionaron solo 4 transformantes para la variante VAPEKR (SEQ ID NO: 83). Los transformantes
seleccionados se cultivaron en medio Proflo durante 2 dias a 28°C. Se transfirieron 5 ml del cultivo de dos dias
de antigliedad de Proflo a 50 ml de medio definido. Los cultivos se mantuvieron durante 4 dias a 28°C. Los
caldos de cultivo fueron centrifugados y se analizaron los sobrenadantes. Se seleccion6 un transformante (el
mejor transformante productor) de cada variante para compararse (Tabla 1). El analisis Western (Fig. 8) indico
que VAIEKR (SEQ ID NO: 74) y VALEKR (SEQ ID NO: 75) generaban una escision completa del polipéptido de
fusion ya que no se observé una banda de fusion en el gel. El Western blot (Fig. 8) indicé que VAFEKR (SEQ ID
NO: 72) produjo la mayor cantidad de cadena ligera de anticuerpo a pesar de que la escision no fue del 100%.

Tabla 1

MAVEKR VKVEKR VAAEKR VAVWKR
(SEQ ID NO: 36) | (SEQ ID NO: 58) | (SEQ ID NO: 69) | (SEQ ID NO: 25)

GAVEKR VRVEKR VADEKR VAVGKR
(SEQ ID NO: 37) | (SEQID NO: 63) | (SEQ ID NO: 70) | (SEQ ID NO:26)

AAVEKR VVVEKR VAEEKR VAVRKR
(SEQ ID NO: 38) | (SEQID NO: 66) | (SEQ ID NO: 71) | (SEQ ID NO:27)

LAVEKR VIVEKR VAFEKR VAVTKR
(SEQ ID NO: 39) | (SEQID NO: 57) | (SEQ ID NO: 72) | (SEQ ID NO:28)

WAVEKR VEVE VAGEKR VAVVKR
(SEQ ID NO: 40) | (SEQ ID NO: 55) | (SEQ ID NO: 73) | (SEQ ID NO: 29)

KAVEKR VGVEKR VAIEKR VAVAKR
(SEQ ID NO: 41) | (SEQ ID NO: 56) | (SEQ ID NO: 74) | (SEQ ID NO: 30)
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PAVEKR VPVEKR VALEKR VAVLKR
(SEQ ID NO: 42) | (SEQID NO: 62) | (SEQID NO: 75) | (SEQ ID NO: 31)
SAVEKR VTVEKR VANEKR VAVDKR
(SEQ ID NO: 46) | (SEQ ID NO: 65) | (SEQ ID NO: 76) | (SEQ ID NO: 32)
QAVEKR VW VEKR VASEKR VAVNKR
(SEQ ID NO: 47) | (SEQID NO: 67) | (SEQ ID NO: 79) | (SEQ ID NO: 33)
DAVEKR VAREKR VAVYKR
(SEQ ID NO: 51) (SEQID NO: 78) | (SEQ ID NO: 34)
HAVEKR VAPEKR VAVHKR
(SEQ ID NO: 52) (SEQ ID NO: 83) | (SEQ ID NO: 35)

Ejemplo 6

Construccion de una cepa de expresion de la cadena ligera de trastuzumab que contiene la region KEX2
NVISKR (SEQ ID NO: 22)

[0154] Una region KEX2 NVISKR se encuentra de manera natural en la prosecuencia de la glucoamilasa de A.
niger  (glaA). Para construir un polipéptido de fusion, se sintetizé un oligo,
GGACTAGTAACGTCATCAGCAAGCGCGACATCCAGATGACCCAGAGC (SEQ ID NO. 21) mediante Invitrogen
y se us6 para amplificar ADN de cadena ligera con cebador inverso (SEQ ID NO: 14). El fragmento de PCR
resultante codifica la cadena ligera y la secuencia NVISKR (SEQ ID NO:22) para la escision de KEX2. EI
fragmento de PCR fue digerido con enzimas de restriccion Spel y Ascl y clonado al vector de expresion pTrex4
para generar un plasmido llamado pTrex4-NVIS-her2 cadena ligera geneart (KR-TR). Se analizé la fidelidad del
fragmento de PCR mediante secuenciaciéon de ADN. Se transformdé el plasmido biolisticamente en la cepa
Trichoderma reesei. Se obtuvieron mas de 20 transformantes y se transfirieron a nuevas placas. Se
seleccionaron 10 transformantes estables para su cultivo en medio Proflo durante 2 dias a 30°C. Se transfirieron
5 ml del cultivo de dos dias de antigiedad de Proflo a 50 ml de medio definido. Los cultivos se mantuvieron
durante 5 dias a 28°C. Los caldos de cultivo fueron centrifugados y se usaron los sobrenadantes para el analisis
de proteinas. El analisis Western indicé que mas del 95% de las proteinas de fusion fueron escindidas (Fig. 6).

Ejemplo 7

Construccion de una cepa de expresion de la cadena ligera de trastuzumab que contiene la region KEX2
SDVTKR (SEQ ID NO: 24)

[0155] Se sintetizd un oligo, GGACTAGTAGCGACGTCACCAAGCGCGACATCCAGATGACCCAGAGC (SEQID
NO: 23) mediante Invitrogen y se us6 para amplificar ADN de cadena ligera con cebador inverso (SEQ ID NO:
14). El fragmento de PCR resultante codifica la cadena ligera y la secuencia SDVTKR (SEQ ID NO: 24) para la
escision de kex2. El fragmento de PCR fue digerido con enzimas de restriccion Spel y Ascl y clonado al vector de
expresion pTrex4 para generar un plasmido denominado pTrex4-SDVT-her2 cadena ligera geneart (KR-TR). Se
analiz6 la fidelidad del fragmento de PCR mediante secuenciacién de ADN. Se transformé el plasmido
biolisticamente en la cepa Trichoderma reesei. Se obtuvieron mas de 20 transformantes y se transfirieron a
nuevas placas. Se seleccionaron 10 transformantes estables para su cultivo en medio Proflo durante 2 dias a
30°C. Se transfirieron 5 ml del cultivo de dos dias de antigiiedad de Proflo a 50 ml de medio definido. Los cultivos
se mantuvieron durante 5 dias a 28°C. Los caldos de cultivo fueron centrifugados y se usaron los sobrenadantes
para el anadlisis de proteinas. El analisis Western indicdé que mas del 50% de las proteinas de fusion fueron
escindidas (Fig. 6).

Ejemplo 8

Construccion de una cepa de expresion de la cadena ligera de trastuzumab que contiene una region
KEX2 VAVEKR (SEQ ID NO: 9) en Aspergillus niger

[0156] El plasmido pTrex4-VAVE-her2 cadena ligera geneart (KR-TR) del Ejemplo 5 se digirié con Spel y Ascl.
El extremo del fragmento de ADN del sitio de corte de Ascl gener6 extremo romo mediante ADN polimerasa de
T4. El fragmento fue asilado en un gel de agarosa 1,2% y ligado a plasmido de expresion de A. niger
(PSLGAMpR2-BBI segun se divulga en la publicacion de patente estadounidense n° 2005 0153399) que se cortd
con Nhel y BstEll con el extremo BstEll generado romo con ADN polimerasa de T4. El nuevo plasmido, llamado
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pSLGAMpR2-VAVE-her2 LC geneart se transformé en la cepa de A. niger dgr246:Aamy5;pyr- que se deriva de
la cepa dgr246:AGAP:pyr- divulgada en la publicacion de patente estadounidense 20050153399. La diferencia
consiste en que el nivel de proteina de a-amilasa se ve enormemente reducido en este plasmido debido a una
mutacion.

[0157] EI dgr246AGAP:pyr2- se deriva de la cepa dgr246 P2 que tiene el gen pepA eliminado, es pyrG negativo
y se ha sometido a diversas rondas de mutagénesis y cribado o seleccion para la produccion mejorada de un
producto génico heterélogo (Ward, M. et al., 1993, Appl. Microbiol. Biotech. 39:738-743 y referencias alli
contenidas). Para crear cepa dgr246 AGAP:pyr2-, se elimino el gen glaA (glucoamilasa) en la cepa dgr246 P2
usando exactamente el mismo plasmido de delecion (p)AGAM NB-Pyr) y procedimiento presentado por Fowler,
T. et al (1990) Curr. Genet. 18:537-545. Brevemente, la delecion se logré por transformacion con un fragmento
de ADN lineal que tenia secuencias flanqueantes de glaA en cualquier extremo y con parte de la region
promotora y codificante del gen glaA sustituida por el gen pyrG de Aspergillus nidulans como marcador
seleccionable. Los transformantes en los que el fragmento lineal que contiene las secuencias flanqueantes de
glaA y el gen pyrG se habian integrado en el locus de glaA cromosdmico se identificaron mediante analisis
Southern blot. Este cambio se habia producido en la cepa transformada dgr246AGAP. Se colocaron en placas
esporas de este transformante en medio que contenia acido fluoroorético y se obtuvieron mutantes resistentes
espontaneos como describe van Hartingsveldt, W. et al. (1987) Mol. Gen. Genet. 206:71-75. Uno de estos,
dgr246AGAP:pyr2-, demostrd ser una cepa auxotrofa para uridina que podia complementarse mediante
transformacion con plasmidos que portaban un gen pyrG de tipo salvaje.

[0158] Se obtuvieron mas de 20 transformantes y se transfiieron a nuevas placas. Se cultivaron 17
transformantes en medio Promosoy durante 5 dias a 28°C. Los caldos de cultivo fueron centrifugados y se
usaron los sobrenadantes para el analisis SDS PAGE de proteinas y analisis Western. Los datos indicaron que
todos los transformantes produjeron cadena ligera de anticuerpo. El transformante #A12 produjo la mayor
cantidad de cadena ligera de anticuerpo, y el 60-70% de la proteina de fusion fue escindida (Fig. 9).

[0159] La descripcion que precede simplemente ilustra los principios de los modos de realizacion de ejemplo.

[0160] Ademas, todos los ejemplos y lenguaje condicional aqui mencionados pretenden principalmente ayudar al
lector en la comprension de los principios de la invencion y los conceptos aportados por los inventores para el
avance de la técnica, y deben interpretarse como no limitativos a dichos ejemplos y condiciones mencionados de
manera especifica.

[0161] Ademas, todas las afirmaciones aqui contenidas que recogen principios, aspectos y modos de realizacion
de la invencion, asi como ejemplos especificos de la misma, pretenden abarcar equivalentes tanto estructurales
como funcionales de las mismas. Ademas, se pretende que dichos equivalente incluyan equivalentes
actualmente conocidos asi como equivalentes que se desarrollen en el futuro, es decir, cualquier elemento
desarrollado que lleve a cabo la misma funcion, independientemente de la estructura. El alcance de la presente
invencion, por ello, no pretende limitarse a los modos de realizacion de ejemplo mostrados y descritos en la
presente memoria.
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Reivindicaciones

1.  Un constructo de ADN de fusién que codifica un polipéptido de fusién que comprende en unién operable
desde el extremo 5' de dicho constructo,

un promotor;

una primera molécula de ADN que codifica una secuencia sefial funcional como una secuencia secretora en una
célula fungica filamentosa;

una segunda molécula de ADN que codifica una proteina portadora, donde la proteina portadora es un
polipéptido fungico secretado de manera natural o una porcién funcional del mismo;

una tercera molécula de ADN que codifica una region KEX2, donde la region KEX2 es VAVYKR; y

una cuarta molécula de ADN que codifica una proteina deseada.

2. El constructo de ADN de fusién de la reivindicaciéon 1, donde:

(a) la primera molécula de ADN y la segunda molécula de ADN codifican una secuencia sefial de CBH1
de Trichoderma y proteina portadora o una secuencia sefial de endoglucanasa de Trichoderma y
proteina portadora; o

(b) la primera molécula de ADN y la segunda molécula de ADN codifican una secuencia sefal de
glucoamilasa y proteina portadora o una secuencia sefial de alfa-amilasa y proteina portadora.

3. El constructo de ADN de fusién de la reivindicacion 1, donde la proteina deseada es una enzima o la
proteina deseada es una proteina terapéutica.

4. El constructo de ADN de fusién de la reivindicacién 3, donde la proteina terapéutica es un anticuerpo o es un
anticuerpo monoclonal de cadena pesada o cadena ligera.

5. El constructo de ADN de fusion de la reivindicacion 1, donde:

(a) la primera molécula de ADN y segunda molécula de ADN codifican una secuencia sefial de CBH1 y
proteina portadora y la cuarta molécula de ADN codifica una cadena ligera de anticuerpo o fragmento
de la misma; o

(b) la primera molécula de ADN y segunda molécula de ADN codifican una secuencia sefal de
glucoamilasa y proteina portadora y la cuarta molécula de ADN codifica una cadena ligera de anticuerpo
o fragmento de la misma.

6. La proteina de fusién codificada por el constructo de ADN de fusién de cualquiera de las reivindicaciones
precedentes.

7. Un vector que comprende el constructo de ADN de fusion de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la

8. Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacion 7.

9. La célula huésped de la reivindicacion 8, donde la célula huésped es una célula huésped de Trichoderma.
10. La célula huésped de la reivindicacién 9, donde la célula de Trichoderma es una célula de T. reesei.

11. Un proceso para producir una proteina deseada en una célula fungica filamentosa que comprende:

(a) obtener una célula huésped fungica filamentosa que comprende un constructo de ADN de fusion
segun cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 5;

(b) cultivar la célula huésped en condiciones adecuadas que permitan la expresion y produccion de la
proteina deseada; y

(c) recuperar la proteina deseada.

12. Un proceso para escindir una proteina deseada de un polipéptido de fusiéon recombinante que comprende
expresar en una célula fungica filamentosa un polipéptido de fusion codificado por un constructo de ADN de
fusion segun cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 5, donde dicha region KEX2 proporciona un sitio de
escision de proteina y obtener una proteina deseada que se escinde del polipéptido de fusion expresado.

13. El proceso segun la reivindicacion 12, donde la escision de la proteina deseada se aumenta en comparacion
con la escision de dicha proteina deseada de un polipéptido de fusién equivalente que carece de la presecuencia
de sitio KEX2.
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14. Un proceso para aumentar la produccion de un anticuerpo a partir de una célula fungica filamentosa que
comprende obtener una célula fungica filamentosa que comprende un constructo de ADN de fusion de cualquiera
de las reivindicaciones de la 1 a la 5, cultivar la célula fungica en condiciones adecuadas para la expresion del
polipéptido de fusion y permitir la secrecién del polipéptido de fusion, donde la secrecion de la proteina deseada
se aumenta en comparacion con la secrecion de un polipéptido de fusion equivalente que no incluye una
presecuencia KEX2.

15. El proceso de la reivindicacion 14, donde la secrecion de la proteina deseada es aumentada en al menos un
30% en comparacion con la secrecion de la proteina deseada a partir del polipéptido de fusion equivalente.

16. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones de la 11 a la 15, donde:

(a) la proteina deseada es una proteina terapéutica, una inmunoglobulina, un anticuerpo monoclonal;
ylo
(b) un anticuerpo monoclonal de cadena ligera o cadena pesada o fragmento del mismo.

17. Un polipéptido de fusién que comprende a partir de un extremo amino terminal de dicho polipéptido de fusion
una primera secuencia de aminoacidos que comprende:

(a) una secuencia sefial funcional como secuencia secretora en una célula fungica filamentosa;

(b) una segunda secuencia de aminoacidos que comprende una proteina portadora, donde la proteina
portadora es un polipéptido fungico secretado de manera natural;

(c) una tercera secuencia de aminoacidos que comprende una region KEX2, donde dicha region es
VAVYKR; y

(d) una cuarta secuencia de aminoacidos que comprende una proteina deseada.
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FIG. 3A
Secuencia de ADN de pTrex4-her2 cadena ligera DNA2.0 (10885 bases) (SEQ

ID NO: 103)

AAGCTTAATACTTCTCGACCTCTGTACATGTCCGGTCGCGACGTACGCGTATCGATG
GCGCCAGCTGCAGGCGGCCGCCTGCAGCCACTTGCAGTCCCGTGGAATTCTCACGGT
GAATGTAGGCCTTTTGTAGGGTAGGAATTGTCACTCAAGCACCCCCAACCTCCATTA
CECCTCCCCCATAGAGTTCCCAATCAGTGAGTCATGGCACTGTTCTCAAATAGATTG
GGGAGAAGTTGACTTCCGCCCAGAGCTGAAGGTCGCACAACCCCATGATATAGGGTC
GGCAACGGCAAAAAAGCACGTGGCTCACCGARRAGCAAGATGTTTGCGATCTAACAT
CCAGGAACCTGGATACATCCATCATCACGCACGACCACTTTGATCTGCTGGTAAACT
CGTATTCGCCCTAAACCGAAGTGACGTGGTARAATCTACACGTGGGCCCCTTTCGGTA
TACTGCGTGTGTCTTCTCTAGGTGCCATTCTTTTCCCTTCCTCTAGTGTTGAATTGT
TTGTGTTGCACTCCGAGCTGTAACTACCTCTGAATCTCTGGAGAATGGTGGACTAAC
GACTACCGTGCACCTGCATCATGTATATAATAGTGATCCTGAGAAGGGGGGTTTGGA
GCAATGTGGGACTTTCATGGTCATCAAACAARGAACGAAGACGCCTCTTTTGCAAAG
TTTTGTTTCGGCTACGGTGAAGAACTEGGATACTTGTTGTGTCTTCTGTGTATTTTTG
TGGCAACAAGAGGCCAGAGACAATCTATTCARACACCAAGCTTGCTCTTTTGAGCTA
CAAGAACCTGTGGGGTATATATCTAGAGTTGTGAAGTCGGTAATCCCGCTGTATAGT
AATACGAGTCGCATCTARATACTCCGAAGCTGCTGCGAACCCGGAGAAT CGAGATGT
GCTGGAAAGCTTCTAGCGAGCGGCTAAATTAGCATGAAAGGCTATGAGARATTCTGG
AGACGGCTTGTTGAATCATGGCGTTCCATTCTTCGACAAGCAAAGCGTTCCGTCGCA
GTAGCAGGCACTCATTCCCGAAAARACTCOGGAGATTCCTAAGTAGCGATGGAACCGG
ARTAATATAATAGGCAATACATTGAGTTGCCTCGACGGTTGCAATGCAGGGGTACTG
AGCTTGGACATAACTGTTCCGTACCCCACCTCTTCTCAACCTTTGGCGTTTCCCTGA
TTCAGCGTACCCGTACAAGTCGTAATCACTATTAACCCAGACTGACCGGACGTGTTT
TGCCCTTCATTTGGAGAAATAATGTCATTGCCGATGTGTAATTTGCCTGCTTGACCGA
CTGGCGCTGTTCGAAGCCCGAATGTAGGATTGTTATCCGAACTCTGCTCGTAGAGGT
ATGTTGTGAATCTGTGTCGGGCAGGACACGCCTCGAAGGTTCACGGCAAGGGARAACC
ACCGATAGCAGTGTCTAGTAGCAACCTGTAAAGCCGCAATGCAGCATCACTGGAAAR
TACAAACCAATGGCTAARAGTACATAAGTTAATGCCTAAAGAAGTCATATACCAGCG
GCTAATAATTGTACAATCAAGTGGCTAAACGTACCGTAATTTGCCAACGGCTTGTGG
GGTTGCAGAAGCAACGGCAAAGCCCCACTTCCCCACGTTTGTTTCTTCACTCAGTCC
AATCTCAGCTGGTGATCCCCCAATTGGGTCGCTTGTTTGTT CCGGTGAAGTGAARAGA
AGACAGAGGTAAGAATGTCTGACTCGGAGCGTTTTGCATACAACCAAGGGCAGTGAT
GGAAGACAGTGAAATGTTCGACATTCAAGGAGTATTTAGCCAGGGATGCTTGAGTGTA
TCGTGTAAGGAGGTTTGTCTGCCGATACGACGAATACTGTATAGTCACTTCTGATGA
AGTGGTCCATATTGAAATGTAAGTCGGCACTGAACAGGCARAAGATTGAGTTGAAAC
TGCCTAAGATCTCGGGCCCTCGEGCCTTCGGCCTTTGGETGTACATGTTTGTGCTCC
GGGCAAATGCAAAGTGTGGTAGGATCGAACACACTECTGCCTTTACCAAGCACCTGA
GGGTATGTGATAGGCAAATGTTCAGGGGCCACTGCATGGTTTCGAATAGAAAGAGAA
GCTTAGCCAAGAACAATAGCCGATAAAGATAGCCTCATTAAACGGAATGAGCTAGTA
GGCAAAGTCAGCGAATGTGTATATATAAAGGTTCGAGGTCCGTGCCTCCCTCATGCT
CTCCCCATCTACTCATCAACTCAGATCCTCCAGGAGACTTGTACACCATCTTTTGAG
GCACAGAAACCCAATAGTCAACCGCGGACTGCGCATCATGTATCGGAAGTTGGCCGT
CATCTCGGCCTTCTTGGCCACAGCTCGTGCTCAGTCGGCCTGCACTCTCCAATCGGA
GACTCACCCGCCTCTGACATGGCAG
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FIG. 3B

AAATGCTCGTCTGGTEECACTTGCACTCAACAGACAGGCTCCGTGGTCATCGACGCC
AACTGGCGCTGGACTCACGCTACGAACAGCAGCACGAACTGCTACGATGGCAACACT
TGGAGCTCGACCCTATGTCCTGACAACGAGACCTGCGCGAAGAACTGCTGTCTGGAC
GGTGCCGCCTACGCGTCCACGTACGGAGTTACCACGAGCGGTAACAGCCTCTCCATT
GECTTTGTCACCCAGTCTGCGCAGAAGAACGTTGGCGCTCGCCTTTACCTTATGGCG
AGCGACACGACCTACCAGGAATTCACCCTGCTTGGCAACGAGTTCTCTTTCGATGTT
GATGTTTCGCAGCTGCCGTAAGTGACTTACCATGAACCCCTGACGTATCTTCTTGTG
GGCTCCCAGCTGACTGGCCAATTTAAGGTGCGGCTTGAACGGAGCTCTCTACTTCGT
GTCCATGGACGCGGATGGTGGCGTGAGCAAGTATCCCACCAACACCGCTGGCGCCAA
GTACGGCACGGGGTACTGTGACAGCCAGTGTCCCCGCGATCTGAAGTTCATCAATGG
CCAGGCCAACGTTGAGGGCTGGGAGCCGTCATCCARCAACGCARACACGGGCATTGG
AGGACACGGAAGCTGCTGCTCTGAGATGGATATCTGGGAGGCCAACTCCATCTCCGA
GGCTCTTACCCCCCACCCTTGCACGACTGTCGGCCAGGAGATCTGCCGAGGGTGATGG
GTGCGGCGGAACTTACTCCGATAACAGATATGGCGGCACTTGCGATCCCGATGGCTG
CGACTGGAACCCATACCGCCTGGGCAACACCAGCTTCTACGGCCCTGGCTCAAGCTT
TACCCTCGATACCACCAAGAAATTGACCGTTGTCACCCAGTTCGAGACGTCGGGTGC
CATCAACCGATACTATGTCCAGAATGGCGTCACTTTCCAGCAGCCCAACGCCGAGCT
TGGTAGTTACTCTGGCAACGAGCTCAACGATGATTACTGCACAGCTGAGGAGGCAGA
ATTCGGCGGATCCTCTTTCTCAGACAAGGGCGGCCTGACTCAGTTCAAGAAGGCTAC
CTCTGGCGGCATGGTTCTGGTCATGAGT CTGTGGGATGATGTGAGTTTGATGGACAA
ACATGCGCGTTGACARAGAGTCARGCAGCTCGACTGAGATGTTACAGTACTACGCCAA
CATGCTGTGGCTGGACTCCACCTACCCGACAARACGAGACCTCCTCCACACCCGGTGC
CGTGCGCGGAAGCTGCTCCACCAGCTCCGGTGTCCCTGCTCAGGTCGAATCTCAGTC
TCCCAACGCCAAGGTCACCTTCTCCAACATCAAGT TCGGACCCATTGGCAGCACCGG
CARCCCTAGCGGCGGCAACCCTCCCGGCGGARACCCGCCTGGCACCACCACCACCCG
CCGCCCAGCCACTACCACTGGAAGCTCTCCCGGACCTACTAGTARACGCGGTGGCGG
TGATATTCARATGACACAATCTCCTTCTTCTCTGTCAGCCTCAGTGGGCGACCGTGT
GACGATTACTTGCCGCGCCTCTCAGGACGTTAACACTGCCGTCGCATGGTACCAGCA
GAAGCCAGGCAAGGCGCCCAAGCTTCTGATTTACAGCGCTTCGTTCCTGTACTCTGG
CGTGCCATCCCGCTTCTCTGGCAGCCGAAGCGGCACGGATTTCACCCTGACCATTTC
GTCCCTGCAGCCCGAGGATTTCGCCACGTATTACTGCCAGCAGCACTACACCACTCC
ACCCACCTTTGGCCAAGGAACGAGAGTCGAAATCACTCGCACGGTCGCTGCCCCTTC
AGTCTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAACAGCTGAAGTCTGGTACGGCCAGCGTCGT
TTGCTTGCTTAATAACTTCTATCCGCGAGAGGCGAAGGTCCAATGGAAGGTTGATAA
CGTTCTGCAGTCCGGCAATTCGCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGATTCARAAGGATAG
CACCTACTCACTCAGCAGCACCCTGACGTTGTCCAAGGCCGATTACGAGAAGCATAA
GTTGTATGCATGCGAGGTCACCCACCAGGGACTGTCAAGCCCAGTTACCAAGTCGTT
CAATCGAGGCGAGTGCTAAGGCGCGCCGCGCGCCAGCTCCGTGCGAAAGCCTGACGC
ACCGGTAGATTCTTGGTGAGCCCGTATCATGACGGCGGCGGGAGCTACATGGCCCCG
GGTGATTTATTTTTTTTGTATCTACTTCTGACCCTTTTCAAATATACGGTCARCTCA
TCTTTCACTGGAGATGCGGCCTGCTTGGTATTGCGATGTTGTCAGCTTGGCAAATTG
TGGCTTTCGAARACACAAAACGATTCCTTAGTAGCCATGCATTTTAAGATAACGGAA
TAGAAGAAAGAGGAAATTAAAAARAAAAANAAAACAAACATCCCGTTCATAACCCGT
AGAATCGCCGCTCTTCGTGTATCCCAGTACCAGTTTATTTTGAATAGCTCGCCCGCT
GGAGAGCATCCTGAATGCAAGTAACAACC
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FIG. 3C

GTAGAGGCTGACACGGCAGGTGTTGCTAGGGAGCGTCGTGTTCTACAAGGCCAGACG
TCTTCGCGGTTGATATATATGTATGTTTGACTGCAGGCTGCTCAGCGACGACAGTCCA
AGTTCGCCCTCGCTGCTTGTGCAATAATCGCAGTGGGGAAGCCACACCGTGACTCCC
ATCTTTCAGTAAAGCTCIGTTGGTGTTTATCAGCAATACACGTAATTTAAACTCGTT
AGCATGGGGCTGATAGCTTAATTACCGTTTACCAGTGCCGCGGTTCTGCAGCTTTCC
TTGGCCCGTARAATT CGGCGAAGCCAGCCAATCACCAGCTAGGCACCAGCTAAACCC
TATAATTAGTCTCTTATCAACACCATCCGCTCCCCCGGGATCAATGAGGAGAATGAG
GGGGATGCGGGGCTARAGAAGCCTACATAACCCTCATGCCAACTCCCAGTTTACACT
CGTCGAGCCAACATCCTGACTATAAGCTAACACAGAATGCCTCAATCCTGGGAAGAA
CTGGCCGCTGATAAGCGCGCCCGCCTCGCAAARACCATCCCTGATGAATGGAAAGTC
CAGACGCTGCCTGCGGAAGACAGCGTTATTGATTTCCCARAGAAATCGGGGATCCTT
TCAGAGGCCGAACTGAAGATCACAGAGGCCTCCGCTGCAGATCTTGTGTCCAAGCTG
GCGGCCGGAGAGTTGACCTCGGTGGAAGTTACGC TAGCATTCTGTAAACGGGCAGCA
ATCGCCCAGCAGTTAGTAGGGTCCCCTCTACCTCTCAGGGAGATGTAACAACGCCAC
CTTATGGGACTATCAAGCTGACGCTGGCTTCTGTGCAGACAAACTGCGCCCACGAGT
TCTTCCCTGACGCCGCTCTCGCGCAGGCAAGGGAACTCGATGAATACTACGCARAGC
ACAAGAGACCCGTTGGTCCACTCCATGGCCTCCCCATCTCTCTCARAAGACCAGCTTC
GAGTCAAGGTACACCGTTGCCCCTAAGTCGTTAGATGTCCCTTTTTGTCAGCTAACA
TATGCCACCAGGGCTACGARACATCAATGGGCTACATCTCATGGCTAAACAAGTACG
ACGAAGGGGACTCGGTTCTGACAACCATGCTCCGCAAAGCCGGTGCCGTCTTCTACG
TCAAGACCTCTGTCCCGCAGACCCTGATGGTCTGCGAGACAGTCAACAACATCATCG
GGCGCACCGTCAACCCACGCAACAAGAACTGGTCCTGCGGCGCCAGTTCTGGTGGTG
AGGGTGCGATCGTTGGGATTCGTGEGTGGCGTCATCGGTGTAGGAACGGATATCGGTG
GCTCGATTCGAGTGCCGGCCGCGTT CAACTTCCTGTACGGTCTAAGGCCGAGTCATG
GGCGGCTGCCGTATGCARAGATGGCGAACAGCATGGAGGGTCAGGAGACGCGTGCACA
GCGTTGTCGGGCCGATTACGCACTCTGTTGAGGGTGAGTCCTTCGCCTCTTCCTTCT
TTTCCTGCTCTATACCAGGCCTCCACTGTCCTCCTTTCTTGCTTTTTATACTATATA
CGAGACCGGCAGTCACTGATGAAGTATGTTAGACCTCCGCCTCTTCACCAAATCCGT
CCTCGGTCAGGAGCCATGGARATACGACTCCAAGGTCATCCCCATGCCCTGGCGCCA
GTCCGAGTCGGACATTATTGCCTCCAAGATCAAGAACGGCGGGCTCAATATCGGCTA
CTACAACTTCGACGGCAATGTCCTTCCACACCCTCCTATCCTGCGCGGCGTGGAAAC
CACCGTCGCCGCACTCGCCARMAGCCGGTCACACCGTGACCCCGTGGACGCCATACAR
GCACGATTTCGGCCACGATCTCATCTCCCATATCTACGCGGCTGACGGCAGCGCCGA
CGTAATGCGCGATATCAGTGCATCCGGCGAGCCGGCGAT TCCARATATCARAGACCT
ACTGAACCCGAACATCARAGCTGTTAACATGAACGAGCTCTGGGACACGCATCTCCA
GAAGTGGAATTACCAGATGGAGTACCTTGAGARATGGCGGGAGGCTGAAGAARAGGC
CGGGAAGGAACTGGACGCCATCATCGCGCCGATTACGCCTACCGCTGCGGTACGGCA
TGACCAGTTCCGGTACTATGGGTATGCCTCTGTGATCAACCTGCTGGATTTCACGAG
CGTGGTTGTTCCGGTTACCTTTGCGGATARGAACATCGATAAGAAGAATGAGAGTTT
CAAGGCGGT TAGTGAGCTTGATGCCCTCGTGCAGGAAGAGTATGATCCGGAGGCGTA
CCATGGGGCACCGGTTGCAGTGCAGGTTATCGGACGGAGACTCAGTGAAGAGAGGAC
GTTGGCGATTCGCAGAGGAAGTGGGGAACGTTGCTGGGARATGTGGTGACTCCATAGCT
AATAAGTGTCAGATAGCAATTTGCACARGAAATCAATACCAGCAACTGTAAATAAGC
GCTGAAGTGACCATGCCATGCTACGAAAGAGCAGAAARAAACCTGCCGTAGAACCGA
AGAGATATGACACGCTTCCATCTCTCAAA
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FIG. 3D

GGAAGAATCCCTTCAGGGTTGCGTTTCCAGTCTAGACACGTATAACGGCACAAGTGT
CTCTCACCAAATGGGTTATATCTCAAATGTGATCTAAGGATGGAAAGCCCAGAATCT
AGGCCTATTAATATTCCGGAGTATACGTAGCCGGCTAACGTTAACAMACCGGTACCTC
TAGRACTATAGCTAGCATGCGCAAATTTAAAGCGCTGATATCGATCGCGCGCAGATC
CATATATAGGGCCCGGGTTATAATTACCTCAGGTCGACGTCCCATGGCCATTCGAAT
TCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACARTTCCA
CACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTARAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGC
TAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCG
TGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGEGAGAGGCCGTTTGCGTATTGEG
CGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGETCGTTCGGCTGCGGCGA
GCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGEGTTATCCACAGAATCAGGGGATAAC
GCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCARAAGGCCAGGARACCGTAAAAAGGCC
GCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACARARATCGA
CGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATARAGATACCAGGCGTTTCCC
CCTGGAAGCTCCCTCETGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTG
TCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTAT
CTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGEGGC TGTGTGCACGAACCCCCCGTT
CAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAMCTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGA
CACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTAT
GTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGA
ACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGARAANMGAGTTGGT
AGCTCTTGATCCGGCAARCARACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAG
CAGCAGATTACGCGCAGAAAAARAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACG
GGGTCTGACGCTCAGTGGAACGARRACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTA
TCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTABATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATC
TAAAGTATATATGAGTARACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCA
CCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGEGTG
TAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCG
CGAGACCCACGCTCACCAGOTCCAGATTTATCAGCAATARACCAGCCAGCCGGAAGS
GCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGT
TGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCC
ATTGCTACAGGCATCGTGGTEGTCACGCTCGTCEGTTTGEGTATGGCTTCATTCAGCTCC
GGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAADRAGCGGTT
AGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTLC
ATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTT
TCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCUGGCGACCG
AGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCCGCCACATAGCAGAACTTTA
AAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGLCGAAAACTCTCARAGGATCTTACCG
CTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCT
TTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAMACAGGARGGCAARATGCCGCAAAR
AAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATAT
TATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATT
TAGARAAATARACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGAC
GTCTARGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAARAATACGGCGTATCACGAGS
CCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGA
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FIG. 3E

CGGTGARARCCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGC
GGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTETTGGCGGGTGTCS
GGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATAAAAT
TGTAAACGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATT
TTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAARATCAARAGAATAGCCCGA
GATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGA
CTCCAACGTCAAAGGGCGARARACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACT
ATCACCCAAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGCGTGCCGTARAGCACTAAATCGGAACCC
TAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAA
GGAAGGGAAGARAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCAL
GCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCCCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTACTA
TGGTTGCTTTGACGTATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATAC
CGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTG
CGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGARAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTA
AGTTGGGTAARCGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCC
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