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DESCRIPCION
Método para la secrecién y produccion de alto nivel de proteina
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para la produccion secretora de alto nivel de una proteina,
principalmente en levadura.

Técnica anterior

Cuando se expresan proteinas secretoras, las secuencias sefial de las mismas se reconocen por particulas de
reconocimiento de sefiales (SRP), y las proteinas secretoras pasan entonces a través del translocon y entran en el
reticulo endoplasmico. Cuando las proteinas secretoras pasan a través del translocén, las estructuras de orden
superior del mismo se sueltan y las proteinas se pliegan en el reticulo endoplasmico (ER). El plegamiento de
proteinas puede producirse espontaneamente y diversas chaperonas moleculares ayudan en tal plegamiento. Una
conformacién nativa formada en el reticulo endoplasmico es critica para la secrecion, y las proteinas con un
plegamiento erréneo no pueden entrar en la ruta secretora ubicada de manera posterior. Cuando las proteinas no se
pliegan correctamente en el reticulo endoplasmico, de manera desventajosa se agregan en el mismo proteinas que
tienen estructuras de orden superior anémalas. Tal alteracion en la modificacion que tiene lugar en el reticulo
endoplasmico (es decir, la adicién de una cadena de azucar o un enlace disulfuro) y el transporte deteriorado desde
el reticulo endoplasmico provocan “estrés del reticulo endoplasmico”. Como medio para abordar tal estrés del
reticulo endoplasmico, se induce una respuesta de estrés denominada “respuesta de proteinas desplegadas (UPR)”
en células eucariotas. La induccién de transcripcion y la regulacion de la traduccion de UPR son respuestas que
restablecen las proteinas anémalas acumuladas. También existe un mecanismo denominado “degradacién asociada
a ER (ERAD)” que degrada y elimina las proteinas anémalas, para mantener la homeostasis en el reticulo
endoplasmico. Ademas, se conocen chaperonas moleculares que sueltan las proteinas agregadas con el propdsito
del plegamiento, asi como chaperonas moleculares que ayudan en el plegamiento de proteinas en el reticulo
endoplasmico. Por ejemplo, HSP104 puede realizar una reacciéon que no puede realizarse con la ayuda de otras
chaperonas que actdan conjuntamente con HSP70 y solubiliza proteinas de los agregados (Glover JR, Lindquist S,
Hsp104, Hsp70 and Hsp40: A novel chaperone system that rescues previously aggregated proteins, Cell, 1998,
94:73-82).

Entre tanto, las moléculas de anticuerpo forman agregados de una conformacién apropiada (H2L2) a través de la
formacién de un enlace disulfuro entre la cadena pesada de anticuerpo y la cadena ligera de anticuerpo o entre
cadenas pesadas de anticuerpo y formando un enlace disulfuro intramolecular de la cadena pesada de anticuerpo y
la cadena ligera de anticuerpo. En el caso de células eucariotas tales como células de levadura, la introduccion de
un enlace disulfuro a través de plegamiento oxidativo de proteinas se lleva a cabo mediante la proteina disulfuro
isomerasa (PDI) oxidativa en el reticulo endoplasmico (Benjamin P. Tu y Jonathan S. Weissman, Oxidative protein
folding in eukaryotes: Mechanisms and consequences, J. Cell Biol., 2004, 164: 341-346). La PDI que se reduce por
medio de oxidacién de proteinas sustrato se reoxida mediante ERO1 oxidativa ubicada en la proximidad de la
membrana (Mezghrani, A., Fassio, A., Benham, A., Simmen, T., Braakman, |. y Sitia, R., Manipulation of oxidative
protein folding and PDI redox state in mammalian cells, EMBO. J., 2001, 20: 6288-6296 y Frand, A. R. y C. A. Kaiser,
Ero1p oxidizes protein disulfide isomerase in a pathway for disulfide bond formation in the endoplasmic reticulum,
Mol. Cell, 1999, 4: 469-477). En el reticulo endoplasmico de levaduras hay 5 tipos de familias de PDI (es decir, PDI1,
EUG1, MPD1, MPD2 y EPS1) (Per Norgaard, Vibeke Westphal, Christine Tachibana, Lene Alsoe, Bjorn Holst, Jakob
R. Winther, Functional Differences in Yeast Protein Disulfide Isomerases, J. Cell Biology, 2001, 152 (3): 553-562). De
entre tales familias de PDI, aquéllas para las que se confirma que forman un enlace disulfuro intramolecular con
ERO1 se limitan a PDI1 y MPD2. También se notifica que la eficacia de plegamiento oxidativo de proteinas se
mejora mediante BiP/Kar2, que funciona en cooperacion con PDI (Marcus Mayer, Ursula Kies, Robert Kammermeier
y Johannes Buchner, BiP and PDI Cooperate in the Oxidative Folding of Antibodies in Vitro, J. Biol. Chem., 2000,
275 (38): 29421-29425). BiP/Kar2 también esta asociada con la induccion mediante la HAC1 activa de diversos
genes asociados con la UPR mencionada anteriormente. La HAC1 activa se activa mediante el corte y empalme de
HAC1 mediante la nucleasa/cinasa transmembrana IRE1. La IRE1 a la que se ha unido BiP/Kar2 se disocia cuando
BiP/Kar2 actia sobre una proteina que tiene una estructura anémala en el reticulo endoplasmico, presenta una
actividad nucleasa a través de la formacion de un dimero y produce HAC1 activa mediante el corte y empalme de
HAC1 (Cox JS., Shamu CE., Walter P., Transcriptional induction of genes encoding endoplasmic reticulum resident
proteins requires a transmembrane protein kinase, Cell, 1993, 73: 1197-1206 y Sidrauski C. y Walter P., The
transmembrane kinase Ire1p is a site-specific endonuclease that initiates mMRNA splicing in the unfolded protein
response, Cell, 1997, 90 (6): 1031-1039). Ademas, Bip/Kar2 se asocia con plegamiento de proteinas en el reticulo
endoplasmico en cooperacion con SCJ1 ubicada en el reticulo endoplasmico (Susana Silberstein, Gabriel
Schlenstedt, Pam A. Silver y Reid Gilmore, A Role for the DnadJ Homologue Scj1p in Protein Folding in the Yeast
Endoplasmic Reticulum, J. Cell Biol., 1998, 143 (4): 921-933).

Por tanto, se ha demostrado que diversas chaperonas moleculares estan asociadas con el plegamiento correcto de
proteinas secretoras. Ademas, se han hecho intentos para aumentar la cantidad de proteinas secretoras producidas
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con la ayuda de chaperonas moleculares. Cuando un enlace S-S produce abundante albimina sérica humana en la
levadura K. lactis, por ejemplo, la cantidad de produccidon aumenta 15 veces tras la introduccion de ERO1 o PDI1
(Tiziana Lodi, Barbara Neglia y Claudia Donnini, Secretion of human serum albumin by Kluyveromyces lactis
overexpressing KIPDI1 and KIERO1, Applied. Environ. Microbiol., 2005, 71 (8): 4359-4363). Sin embargo, la
introduccion simultanea de ERO1 y PDI1 no conduce a una mejora adicional y simplemente adelanta el momento de
produccion. Ademas, IL-1B sin enlace S-S no produce ningun efecto. También se ha notificado que la cantidad de
produccion secretora aumenté 8 veces por medio de la coexpresion de Bip y PDI de rata, cuando se producen
fragmentos de anticuerpo de cadena sencilla (scFv) en S. cerevisiae (Shusta, E. V., Raines, R. T., Pluckthun, A. y
Wittrup, K. D., Increasing the secretory capacity of Saccharomyces cerevisiae for production of single-chain antibody
fragments, Nat. Biotechnol., 1998, 16: 773-777). En este informe, se concluyd que Bip impide la agregacion y se
aumentd la cantidad de produccion secretora de PDI mediante la actividad isomerasa en lugar de actividad
chaperona. Cuando se producen fragmentos de anticuerpo de cadena sencilla (scFv) en Pichia pastoris, ademas, la
cantidad de produccion secretora aumenté 3 veces por medio de la coexpresion con Bip; sin embargo, el uso de PDI
o PDI en combinacion con Bip no pudo producir ningun efecto (Damasceno, Leonardo, et al., Cooverexpression of
chaperones for enhanced secretion of a single-chain antibody fragment in Pichia pastoris. Applied. Microbic. Biotech.
(2007) 74(2): 381-389). Ademas, se inspeccionaron los efectos de un nivel aumentado de PD1 sobre la secrecion de
IL-15 y el receptor del factor de necrosis tumoral (es decir, la proteina de fusién con Fc (TNFR:Fc)) en células CHO.
Como resultado, la sobreexpresion de PDI permitié la retencion de TNFR:Fc (es decir, proteinas ricas en enlaces
disulfuro) en las células, pero no se retuvo IL-15 en las células (Davis R., Schooley K., Rasmussen B., Thomas J.,
Reddy P., Effect of PDI overexpression on recombinant protein secretion in CHO cells. Biotechnol. Prog., 2000, 16:
736-743). Esto sugiere que la sobreexpresion de PDI da como resultado de manera desventajosa una disminucion
en la cantidad de produccién secretora en células CHO.

Tal como se describié anteriormente, se han hecho intentos para mejorar la produccién secretora de proteinas tales
como anticuerpos por medio de la coexpresion de chaperonas moleculares que ayudan en el plegamiento de
proteinas. Sin embargo, no siempre pueden obtenerse efectos debido a los tipos o las combinaciones de células
huésped o chaperonas moleculares. En un ejemplo de produccion de anticuerpo, simplemente se producen
anticuerpos de cadena sencilla, y aun no se ha descubierto un método para producir de manera eficaz proteinas de
alto peso molecular o proteinas agregadas, incluyendo anticuerpos completos.

El documento US20060148039 da a conocer una cepa recombinante de levadura O. minuta transformada con el gen
PDI de S. cerevisiae que codifica para la chaperona proteina disulfuro isomerasa y el uso un sistema de expresion
de este tipo para mejorar la secrecion de glicoproteinas que contienen cadenas de azucar de tipo mamifero, como
los anticuerpos humanos.

Descripcion de la invencion
En su sentido mas amplio, la invencién se refiere al contenido definido en las reivindicaciones adjuntas.

Por consiguiente, la presente invencion pretende proporcionar un medio para la produccion secretora de alto nivel de
proteinas y, mas particularmente, proteinas que tienen estructuras complicadas, tales como anticuerpos, en levadura
u otras células huésped.

Los presentes inventores han realizado estudios concentrados con el fin de alcanzar el objeto anterior. Como
resultado, descubrieron que la coexpresion de uno o mas tipos de genes de chaperonas moleculares con las dianas
de expresion (es decir, genes de proteinas foraneas) en levadura u otras células huésped daba como resultado un
aumento en la cantidad de produccién secretora de proteinas foraneas. Ademas, descubrieron que la actividad de la
proteina O-manosiltransferasa (PMT) asociada con la adicion de cadena de O-azicar a una proteina especifica de
levadura, que inhibe la agregacion de heteromultimeros tales como anticuerpos, puede inhibirse para mejorar
adicionalmente la productividad aproximadamente de 2 a 45 veces. La presente invenciéon se ha completado
basandose en tales hallazgos.

Especificamente, la presente descripcion incluye lo siguiente.

(1) Una célula huésped transformada en la que se han introducido uno o una combinacién de dos o mas de los
genes de chaperonas (a) a (c) a continuacion:

(a) un gen que comprende ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9,
116 13;

(b) un gen que se hibrida en condiciones rigurosas con un ADN que consiste en una secuencia de nucleétidos
complementaria al ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3,5,7,9,110613y
que codifica para una proteina que tiene una actividad de aceleracion de la secrecién de proteinas foraneas; y

(c) un gen que consiste en una secuencia de nucledtidos que tiene una homologia de al menos el 80% con la
secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11 6 13 y que codifica para una proteina que tiene
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una actividad de aceleracion de la secrecién de proteinas foraneas.

(2) Una célula huésped transformada en la que se han introducido uno o una combinacién de dos o mas de los
genes que codifican para las proteinas chaperonas (d) a (f) a continuacion:

(d) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 6 14;

(e) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos el 80% con la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 6 14 y que tiene una actividad de aceleracion
de la secrecion de proteinas foraneas; y

(f) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 6 14 mediante delecion, sustitucion y/o adicién de uno o varios aminoacidos y que
tiene una actividad de aceleracion de la secrecién de proteinas foraneas.

(3) Una célula huésped transformada en la que se han introducido uno o una combinacién de dos o mas de los
genes de chaperonas (g) o (h) a continuacion;

(g) un gen que codifica para PDI1, MPD1, SCJ1, ERO1, FKB2, JEM1, LHS1, MPD2, ERJ5 o EUG1 derivado de S.
cerevisiae o un gen homologo del mismo; o

(h) un gen que codifica para PDI, ERO1-La, ERO1-Lp o GRP78 derivado de ser humano, un gen homologo del
mismo o un gen con codones modificados del mismo.

(4) Una célula huésped transformada en la que se ha introducido un gen seleccionado del grupo que consiste en uno
0 una combinacion de dos o mas de los genes de chaperonas (i) a (xii) a continuacion, un gen homaélogo del mismo
0 un gen con codones modificados del mismo:

(i) un gen que codifica para PDI1 derivado de O. minuta;

(i) un gen que codifica para PDI1 derivado de S. cerevisiae;

(iii) un gen que codifica para PDI derivado de ser humano;

(iv) un gen que codifica para ERO1 derivado de O. minuta;

(v) un gen que codifica para ERO1 derivado de ser humano;

(vi) un gen que codifica para Kar2 derivado de O. minuta;

(vii) un gen que codifica para PDI1 y un gen que codifica para ERO1 derivados de O. minuta:

(viii) un gen que codifica para PDI1 y un gen que codifica para Kar2 derivados de O. minuta;

(ix) un gen que codifica para PDI derivado de ser humano y un gen que codifica para ERO1 derivado de O. minuta;

(x) un gen que codifica para PDI1, un gen que codifica para ERO1 y un gen que codifica para Kar2 derivados de O.
minuta;

(xi) un gen que codifica para PD1, un gen que codifica para ERO1-LB y un gen que codifica para GRP78 derivados
de ser humano; y

(xii) un gen que codifica para PDI derivado de ser humano, un gen que codifica para ERO1 derivado de O. minuta 'y
un gen que codifica para GRP78 derivado de ser humano.

(5) La célula huésped transformada segun cualquiera de (1) a (4), en la que la célula huésped es una célula
eucariota.

(6) La célula huésped transformada segun (5), en la que la célula eucariota es una célula de levadura.
(7) La célula huésped transformada segun (6), en la que la levadura es una levadura asimiladora de metanol.
(8) La célula huésped transformada segun (7), en la que la levadura asimiladora de metanol es Ogataea minuta.

(9) La célula huésped transformada segun (6), en la que la levadura es Saccharomyces cerevisiae.
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(10) La célula huésped transformada segun cualquiera de (1) o (9), en la que se ha introducido un gen que codifica
para una proteina foranea.

(11) La célula huésped transformada segun (10), en la que la proteina foranea es una proteina multimérica.
(12) La célula huésped transformada segun (11), en la que la proteina multimérica es un heteromultimero.

(13) La célula huésped transformada segun (12), en la que el heteromultimero es un anticuerpo o un fragmento
funcional del mismo.

(14) La célula huésped transformada segun (10), en la que la proteina foranea es glicosiltransferasa.

(15) Un método para producir una proteina que comprende cultivar la célula huésped transformada segun cualquiera
de (10) a (14) en un medio y tomar una muestra de una proteina diana del producto de cultivo.

(16) El método para producir una proteina segun (15), en la que cultivo se lleva a cabo en condiciones en las que se
inhibe la actividad proteina O-manosiltransferasa (PMT).

(17) El método para producir una proteina segun (16), en la que se inhibe la actividad proteina O-manosiltransferasa
(PMT) con la adicién de un inhibidor de la actividad PMT al medio.

(18) El método para producir una proteina segun (17), en la que el inhibidor de la actividad PMT es acido 5-[[3,4-(1-
fenilmetoxi)fenil]metilen]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinacético.

(19) El método para producir una proteina segun (16), en la que se inhibe la actividad proteina O-manosiltransferasa
(PMT) por medio de la destruccion del gen PMT.

(20) El método para producir una proteina segun (16), en la que se inhibe la actividad proteina O-manosiltransferasa
(PMT) por medio de la destruccion del gen PMT y con la adicién de un inhibidor de la actividad PMT al medio.

(21) El método para producir una proteina segun (20), en la que el inhibidor de la actividad PMT es acido 5-[[3,4-(1-
fenilmetoxi)fenil]metilen]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinacético.

(22) El método para producir una proteina segun cualquiera de (19) a (21), en la que destruccion del gen PMT es
una destruccion simple del gen PMT5 o el gen PMT6 o una destruccion doble del gen PMT5 y el gen PMT6.

(23) Cualquiera de los genes de chaperonas (a) a (c) a continuacion derivados de Ogataea minuta:

(a) un gen que comprende ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3,5,7, 9,
116 13;

(b) un gen que se hibrida en condiciones rigurosas con un ADN que consiste en una secuencia de nucleétidos
complementaria al ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQID NO: 1, 3,5,7,9,110613y
que codifica para una proteina que tiene una actividad de aceleracién de la secrecién de proteinas foraneas; y

(c) un gen que consiste en una secuencia de nucledtidos que tiene una homologia de al menos el 80% con la
secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11 6 13 y que codifica para una proteina que tiene
una actividad de aceleracion de la secrecién de proteinas foraneas.

(24) Un gen que codifica para cualquiera de las proteinas chaperonas (d) a (f) a continuacion:

(d) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 6 14;

(e) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos el 80% con la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 6 14 y que tiene una actividad de aceleracion
de la secrecion de proteinas foraneas; y

(f) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 6 14 mediante delecion, sustitucion y/o adiciéon de uno o varios aminoacidos y que
tiene una actividad de aceleracion de la secrecién de proteinas foraneas.

(25) Un vector de expresion que comprende el gen segun (23) o (24).

(26) Un vector de expresion que comprende el gen (g) o (h) a continuacion:

(g) un gen que codifica para PDI1, MPD1, SCJ1, ERO1, FKB2, JEM1, LHS1, MPD2, ERJ5 o EUG1 derivado de S.
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cerevisiae o un gen homologo del mismo; o

(h) un gen que codifica para PDI, ERO1-La, ERO1-Lp o GRP78 derivado de ser humano, un gen homologo del
mismo o un gen con codones modificados del mismo.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra la construccion de vectores de expresion para diversas proteinas chaperonas derivadas de O.
minuta (onaP03606, onaP09407, onaP09507, onaP09607 y onaP09707).

La figura 2 muestra la construccion del vector de coexpresion (onaP11107) para una proteina chaperona derivada
de ser humano (PDI humana con codones modificados) y para una proteina chaperona derivada de O. minuta
(OmERO1).

La figura 3 muestra la construccion del vector de expresion de OmKar2 (pOU1/Kar2-Ppt) por medio de la regulacion
del promotor de PGK.

La figura 4 muestra la construccion del vector de coexpresion (onaP11007) para tres tipos de proteinas chaperonas
(OmPDI1, OmERO1 y OmKar2) derivadas de O. minuta.

La figura 5 es un grafico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una cepa de
levadura productora de anticuerpo (es decir, la cepa ona02306) cultivada con o sin la adicion de un inhibidor de O-
manosilacion (derivado de acido rodanin-3-acético 1c) (1: sin adicién de 1c; 2: se afiadieron 100 pl de medio que
contenia 1c 20 uM el dia 3; 3: se afadieron 100 ul de medio que contenia 1c 20 uM el dia 2 y el dia 3).

La figura 6 muestra los resultados del analisis de inmunotransferencia de tipo Western de anticuerpos secretados en
el sobrenadante de cultivo de una cepa de levadura productora de anticuerpo (es decir, la cepa ona02306) cultivada
con o sin la adicion de un inhibidor de O-manosilacion (derivado de acido rodanin-3-acético 1c) (1: sin adicién de 1c;
2: se afadieron 100 ul de medio que contenia 1c 20 uM el dia 3; 3: se afadieron 100 pl de medio que contenia 1c
20 uM el dia 2 y el dia 3).

La figura 7 es un grafico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una cepa de
levadura productora de anticuerpo (cultivada con o sin la adicion de un inhibidor de O-manosilaciéon (derivado de
acido rodanin-3-acético 1c)) en la que se habia introducido un gen de una uUnica proteina chaperona (SCJ1, EUGT,
ERO1, Kar2, MPD1, PDI1 y HSP104) derivada de una cepa de O. minuta.

La figura 8 muestra los resultados del analisis de inmunotransferencia de tipo Western de anticuerpos secretados en
el sobrenadante de cultivo de una cepa de levadura productora de anticuerpo (cultivada con o sin la adicién de un
inhibidor de O-manosilacion (derivado de acido rodanin-3-acético 1c)) en la que se habia introducido un gen de una
Unica proteina chaperona (SCJ1, EUG1, ERO1, Kar2, MPD1, PDI1 y HSP104) derivada de una cepa de O. minuta
(parte superior: SDS-PAGE/WB en condiciones reductoras; se detectan simultdaneamente Hc de anticuerpo y Lc de
anticuerpo; parte inferior: SDS-PAGE/WB en condiciones no reductoras; se detecta Lc de anticuerpo).

La figura 9 es un grafico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una cepa de
levadura productora de anticuerpo (cultivada con o sin la adicion de un inhibidor de O-manosilaciéon (derivado de
acido rodanin-3-acético 1c)) en la que se habian introducido genes de una pluralidad de proteinas chaperonas
(2xPDI1, PDI1/HSP104, PDI1/Kar2 y PDI1/ERO1) derivadas de una cepa de O. minuta.

La figura 10 muestra los resultados del analisis de inmunotransferencia de tipo Western de anticuerpos secretados
en el sobrenadante de cultivo de una cepa de levadura productora de anticuerpo (cultivada con o sin la adicion de un
inhibidor de O-manosilacion (derivado de acido rodanin-3-acético 1c)) en la que se habian introducido genes de una
pluralidad de proteinas chaperonas (2xPDI1, PDI1/HSP104, PDI1/Kar2 y PDI1/ERO1) derivadas de una cepa de O.
minuta (parte superior: SDS-PAGE/WB en condiciones reductoras; se detectan simultaneamente Hc de anticuerpo y
Lc de anticuerpo; parte inferior: SDS-PAGE/WB en condiciones no reductoras; se detecta Lc de anticuerpo).

La figura 11 es un grafico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una cepa
de levadura productora de anticuerpo (cultivada con o sin la adicién de un inhibidor de O-manosilacién (derivado de
acido rodanin-3-acético 1c)) en la que se habian introducido genes de proteinas chaperonas (PDI1) derivadas de S.
cerevisiae, de ser humano y de ser humano sintetizadas.

La figura 12 es un grafico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una cepa
de levadura productora de anticuerpo (cultivada con o sin la adicién de un inhibidor de O-manosilacién (derivado de
acido rodanin-3-acético 1c)) en la que se habian introducido combinaciones de genes de tres tipos de proteinas
chaperonas derivadas de una cepa de O. minuta (PDI1/EPO1/Kar2) y genes de proteinas chaperonas derivadas de
diferente especies (PDI/OmERO1 humanas).
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La figura 13 muestra la construccién de un vector de expresion de anticuerpo, YEp352GAP-II-ScKarHc/ScKarlc.

La figura 14 es un grafico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una cepa
de levadura productora de anticuerpo (cultivada con o sin la adicién de un inhibidor de O-manosilacién (derivado de
acido rodanin-3-acético 1c)) en la que se habia introducido el gen de la proteina chaperona (PDI1) derivada de S.
cerevisiae.

La figura 15 muestra cambios en los valores de actividad para la acido sialico transferasa (ST3Gal1) expresada en
una cepa (YT-2) en la que no se habia introducido el gen de proteina chaperona derivada de O. minuta (PDI1) y en
una cepa (YT-3) en la que se habia introducido el gen PDI1 con el transcurso del tiempo.

La figura 16 muestra los resultados del analisis de inmunotransferencia de tipo Western de acido sialico transferasa
(ST3Gal1) expresada en una cepa (YT-2) en la que no se habia introducido el gen de proteina chaperona derivada
de O. minuta (PDI1) y en una cepa (YT-3) en la que se habia introducido el gen PDI1.

La figura 17 muestra cambios en los valores de actividad para la acido sialico transferasa (ST3Gal1) expresada en
cepas (YT-4, YT-5, YT-6 e YT-7) en las que se habian introducido genes de las proteinas chaperonas derivadas de
O. minuta (PDI1x2, PDI1/OmKar2, PDI1/ERO1 y PDI1/HSP104) con el transcurso del tiempo.

La figura 18 muestra los resultados del analisis de inmunotransferencia de tipo Western de acido sialico transferasa
(ST3Gal1) expresada en cepas (YT-4, YT-5, YT-6 e YT-7) en las que se habian introducido genes de las proteinas
chaperonas derivadas de O. minuta (PDI1x2, PDI1/OmKar2, PDI1/ERO1 y PDI1/HSP104).

La figura 19 es un grafico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una linea
celular animal productora de anticuerpo (es decir, la célula COS-1) en la que se habian introducido genes de las
proteinas chaperonas derivadas de células CHO (CHOBIP y CHOPDI) y la proteina chaperona derivada de ser
humano (hERO1-Lp).

La figura 20 es un grafico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados de una cepa
de levadura productora de anticuerpo (cultivada con o sin la adicién de un inhibidor de O-manosilacién (derivado de
acido rodanin-3-acético 1c)) en la que se habian introducido genes de las proteinas chaperonas derivadas de ser
humano (PDI, ERO1-La, ERO1-LB y GRP78).

La figura 21 muestra los resultados del analisis de inmunotransferencia de tipo Western de anticuerpos secretados
en el sobrenadante de cultivo de cepas de levadura productoras de anticuerpo (cultivadas con o sin la adicién de un
inhibidor de O-manosilacién (derivado de acido rodanin-3-acético 1c)) en las que se habian introducido genes de las
proteinas chaperonas derivadas de ser humano (PDI, ERO1-La, ERO1-LB y GRP78).

La figura 22 muestra los resultados del analisis de inmunotransferencia de tipo Western obtenidos cuando se
expresa la lisozima humana fusionada a sefial aMF de levadura en cepas en las que se habia introducido el vector
de coexpresion para tres tipos de las proteinas chaperonas derivadas de O. minuta (OmPDI1, OmERO1 y OmKar2)
o el vector de coexpresion para tres tipos de las proteinas chaperonas derivadas de ser humano (hPDI sintetizada,
hERO1-LB sintetizada y hGRP78 sintetizada).

La figura 23 es un grafico que muestra los resultados de medir la cantidad de anticuerpos secretados cuando se
cultiva con o sin la adicidon de un inhibidor de O-manosilaciéon (derivado de acido rodanin-3-acético 1c) en cepas
preparadas introduciendo vectores de coexpresion para tres tipos de las proteinas chaperonas derivadas de O.
minuta (OmPDI1, OmERO1 y OmKar2) y un gen de anticuerpo en una cepa en la que se habian destruido los genes
PMT.

La figura 24 es una fotografia que muestra los resultados de observacion con microscopio electronico de barrido de
la cepa de O. minuta en la que se habia destruido el gen PMT.

La figura 25 es una fotografia que muestra los resultados de observaciéon con microscopio electronico de transmision
de la cepa de O. minuta en la que se habia destruido el gen PMT.

La figura 26 muestra los resultados de examinar la concentracion de un inhibidor de O-manosilacion (derivado de
acido rodanin-3-acético 1c) que se ha afadido a una cepa preparada introduciendo vectores de coexpresion para
tres tipos de las proteinas chaperonas derivadas de O. minuta (OmPDI1, OmERO1 y OmKar2) y un gen de
anticuerpo en la cepa de O. minuta en la que se habia destruido el gen PMT4.

La figura 27 muestra patrones de elucion de cromatografia de exclusién molecular (SEC)-HPLC de diversos
anticuerpos purificados producidos a partir de O. minuta.

La figura 28 muestra los resultados del andlisis de inmunotransferencia de tipo Western tras electroforesis en
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condiciones no reductoras de diversos anticuerpos purificados producidos a partir de O. minuta.

La figura 29 es un grafico que muestra los resultados de medir la actividad citotoxica de diversos anticuerpos
purificados producidos a partir de O. minuta.

La figura 30 es un grafico que muestra los resultados de medir la actividad citotoxica de diversos anticuerpos
purificados producidos a partir de O. minuta.

A continuacioén en el presente documento se describe en detalle la presente invencion.

1. Gen usado para la produccién secretora de alto nivel de una proteina

La produccion secretora de alto nivel de una proteina en la presente invencion implica el uso de un gen que codifica
para un conjunto de chaperonas moleculares (a continuacion en el presente documento tal gen se denomina “gen de
chaperonas”) que funciona en el plegamiento de proteinas y la inhibicion de la degradacion o la agregaciéon de una
proteina desnaturalizada en el reticulo endoplasmico.

En la invencion, se usa una combinacion de dos o mas de los genes de chaperonas (a) a (c) o (d) a (f):
(a) un gen que comprende ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 1;

(b) un gen que se hibrida en condiciones rigurosas con un ADN que consiste en una secuencia de nucleétidos
complementaria al ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 1 y que codifica para
una proteina que tiene una actividad de aumento de la secrecién de proteinas foraneas, en la que las condiciones
rigurosas comprenden una concentracion de sodio de 15 a 750 mM, una temperatura de 25°C a 70°C, una
concentracion de formamida del 0% al 50%, lavandose el filtro a una concentracion de sal de sodio de 15 a 600 mM
y a una temperatura de 50°C a 70°C tras la hibridacion; o

(c) un gen que consiste en una secuencia de nucledtidos que tiene una homologia de al menos el 90% con la
secuencia de nucleodtidos mostrada en SEQ ID NO: 1 y que codifica para una proteina que tiene una actividad de
aumento de la secrecion de proteinas foraneas, en la que la homologia se determina usando un programa FASTA o
BLAST, o

(d) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2;

(e) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos el 90% con la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2 y que tiene una actividad de aumento de la secrecion de
proteinas foraneas, en la que la homologia se determina usando un programa FASTA o BLAST; o

(f) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 2 mediante delecion, sustitucién y/o adicion de uno a 10 aminoacidos y que tiene una actividad de
aumento de la secrecién de proteinas foraneas.

Los ejemplos de genes de chaperonas que se usan en la presente descripcion incluyen genes PDI1, MPD1, SCJ1,
EUG1, ERO1, HSP104 y Kar2 derivados de la cepa de Ogataea minuta (O. minuta), que se obtuvieron
recientemente en la presente invencion. Los genes PDI1, MPD1, SCJ1, EUG1, ERO1, HSP104 y Kar2 derivados de
Ogataea minuta (O. minuta) consisten cada uno en una secuencia de nucleétidos mostrada en las SEQ ID NO: 1, 3,
5,7,9, 11 6 13, y secuencias de aminoacidos deducidas basadas en tales secuencias de nucleotidos son tal como
se muestran en las en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 6 14.

El gen de chaperonas usado en la presente descripcion puede ser un gen que codifica para una proteina que
consiste en una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4,
6, 8, 10, 12 6 14 mediante delecion, sustitucion y/o adicion de uno o varios aminoacidos, siempre que tal gen tenga
una actividad de aceleracion de la secrecién de proteinas foraneas.

El numero de aminoacidos que pueden delecionarse, sustituirse y/o afiadirse es preferiblemente de 1 a varios. El
numero representado por el término “varios” no esta limitado de manera particular. Por ejemplo, tal nimero es 20 o
menor, preferiblemente 10 o menor, mas preferiblemente 7 o menor y mas preferiblemente 5 o menor,
aproximadamente. El término “mutacion” usado en el presente documento se refiere principalmente a una mutacién
que se introduce artificialmente por medio de un método conocido para preparar una proteina mutante, y el término
puede referirse a una mutaciéon que es similar a una existente en la naturaleza.

Ademas, el gen de chaperonas usado en la presente descripcion puede ser un gen que codifica para una proteina
que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos el 80% con la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 6 14 y que tiene una actividad de aceleracién de la
secrecion de proteinas foraneas. El término “una homologia de al menos el 80%” se refiere preferiblemente a una
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homologia de al menos el 85%, mas preferiblemente una homologia de al menos el 90% y lo mas preferiblemente
una homologia de al menos el 95%. La busqueda de homologia entre proteinas puede llevarse a cabo con el uso de,
por ejemplo, la base de datos de ADN de Japén (DDBJ) por medio de FASTA, BLAST u otros programas.

El término “actividad de aceleracion de la secrecion de proteinas foraneas” usado en el presente documento se
refiere a la actividad de secrecion de alto nivel de una proteina foranea plegada correctamente en una célula
huésped basada en la actividad de chaperonas moleculares para el plegamiento de proteinas (por ejemplo,
formacién de un enlace disulfuro), la actividad de replegamiento de una proteina desnaturalizada para dar una
proteina normal y la actividad de inhibir la agregacion de proteinas desnaturalizadas en el reticulo endoplasmico.

Ademas, la expresion “...tiene una actividad de aceleraciéon de la secrecion de proteinas foraneas” se refiere a que
tal actividad es sustancialmente equivalente a la actividad de una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 6 14.

El gen de chaperonas usado en la presente descripcion puede ser un gen que se hibrida en condiciones rigurosas
con un ADN que consiste en una secuencia de nucleétidos complementaria al ADN que comprende la secuencia de
nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3,5, 7, 9, 11 6 13 y que codifica para una proteina que tiene una actividad
de aceleracion de la secrecion de proteinas foraneas.

En las “condiciones rigurosas” mencionadas anteriormente, se forma un denominado hibrido especifico, pero no se
forma un hibrido no especifico. En tales condiciones, por ejemplo, hebras complementarias de un acido nucleico
altamente homodlogo, es decir, un acido nucleico que consiste en una secuencia de nucledtidos que tiene una
homologia de al menos el 80%, preferiblemente al menos el 85%, mas preferiblemente al menos el 90% y lo mas
preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11 6 13
experimentan hibridacion, pero las hebras complementarias de un acido nucleico que tiene niveles de homologia
menores no experimentaran hibridacion. Mas especificamente, la concentraciéon de sodio es de 15 a 750 mM,
preferiblemente de 50 a 750 mM y mas preferiblemente de 300 a 750 mM, la temperatura es de 25°C a 70°C,
preferiblemente de 50°C a 70°C y mas preferiblemente de 55°C a 65°C, y la concentracion de formamida es del 0%
al 50%, preferiblemente del 20% al 50% y mas preferiblemente del 35% al 45%. En condiciones rigurosas, ademas,
generalmente se lava un filtro a una concentracion de sal de sodio de 15 a 600 mM, preferiblemente de 50 a 600 mM
y mas preferiblemente de 300 a 600 mM, y la temperatura es de 50°C a 70°C, preferiblemente de 55°C a 70°C y mas
preferiblemente de 60°C a 65°C, tras la hibridacion.

Un experto en la técnica puede obtener facilmente tales genes homologos consultando, por ejemplo, Molecular
Cloning (Sambrook, J. et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
10 Skyline Drive Plainview, N.Y., 1989). Ademas, la busqueda de homologia entre secuencias de nucleétidos puede
llevarse a cabo por medio de FASTA, BLAST u otros programas.

La mutacién de aminoacidos mencionada anteriormente, tal como delecién, sustitucion y/o adicion, puede
introducirse por medio de una técnica conocida en la materia, tal como el método de Kunkel o el método de duplex
con huecos, o una técnica de acuerdo con las mismas. Por ejemplo, pueden usarse kits de mutagénesis que utilizan
mutagénesis dirigida al sitio, tales como un kit Mutant-K (Takara Bio), Mutant-G (Takara Bio) o uno de la serie de
mutagénesis in vitro LA PCR (Takara Bio).

El gen de chaperonas usado en la presente descripcion puede ser un gen de chaperonas derivado de otras especies
de organismos, tales como otros tipos de levadura, moho o un ser humano. Como gen de chaperonas derivado de
otras especies de organismos, es preferible un gen de chaperonas derivado de ser humano que corresponde al gen
de chaperonas mencionado anteriormente (el gen PDI1, MPD1, SCJ1, EUG1, ERO1, HSP104 o Kar2) derivado de
Ogataea minuta. También puede usarse un gen de chaperonas distinto de los genes de chaperonas mencionados
anteriormente.

Los ejemplos de genes de chaperonas derivados de ser humano incluyen PDI (n.° de registro GenBank BC010859;
SEQ ID NO: 140), ERO1-La (n.° de registro GenBank AF081886; SEQ ID NO: 143), ERO1-LB (n.° de registro
GenBank BC044573: SEQ ID NO: 146) y GRP78 (n.° de registro GenBank AL354710; SEQ ID NO: 149).

Ademas, los ejemplos de genes de chaperonas derivados de Saccharonryces cerevisiae incluyen PDI1 (SGDID
primario: S000000548; SEQ ID NO: 120), MPD1 (SGDID primario: S000005814; SEQ ID NO: 122), SCJ1 (SGDID
primario: S000004827; SEQ ID NO: 124), ERO1 (SGDID primario: S000004599; SEQ ID NO: 126), FKB2 (SGDID
primario: S000002927; SEQ ID NO: 128), JEM1 (SGDID primario: S000003609; SEQ ID NO: 130), LHS1 (SGDID
primario: S000001556; SEQ ID NO: 132), MPD2 (SGDID primario: S000005448; SEQ ID NO: 134), ERJ5 (SGD1D
primario: S000001937: SEQ ID NO: 136) y EUG1 (SGDID primario: S000002926; SEQ ID NO: 138). La informacién
de secuencia con respecto a los genes derivados de Saccharomyces cerevisiae esta disponible de SGD (base de
datos del genoma de Saccharomyces: http://lwww.yeastgenome.org/).

Tales genes de chaperonas derivados de otras especies de organismos también pueden ser genes homologos a los
mismos, siempre que tales genes tengan una actividad de aceleracion de la secrecidon de proteinas foraneas. El
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grado de tal homologia de secuencia, el nimero de deleciones, sustituciones o adiciones de aminoacido, las
condiciones rigurosas y los métodos para la mutagénesis son tal como se describieron anteriormente.

Ademas, los genes de chaperonas derivados de otras especies de organismos pueden ser genes con codones
modificados que se modifican para mejorar la eficacia de traduccién por medio de la sustitucion de una secuencia de
nucledtidos por un codon que se usa frecuentemente en una célula huésped (ocasionalmente puede hacerse
referencia al término “con codones modificados” como “sintetizado” en el presente documento). EI ADN que tiene
una secuencia de nucleétidos modificada puede sintetizarse artificialmente. En el caso de una secuencia de ADN
larga, una secuencia se divide en primer lugar en varios fragmentos, se sintetizan fragmentos por adelantado y
entonces se unen los fragmentos resultantes entre si por el extremo. Por tanto, puede sintetizarse ADN de interés.

En la presente descripcion, se usan uno o mas tipos de los genes de chaperonas mencionados anteriormente en
combinacion. Cuando se usan dos o mas genes en combinacion, tales genes pueden derivarse de la misma especie
de organismo o de una diferente.

El gen de chaperonas que se usa en la presente invencion es el gen PDI1 derivado de O. minuta. El gen PDI1
derivado de S. cerevisiae, el gen PDI derivado de ser humano, el gen PDI derivado de ser humano (un gen con
codones modificados), el gen ERO1 derivado de O. minuta, el gen ERO1 derivado de ser humano y el gen Kar2
derivado de O. minuta son ejemplos adicionales de genes de chaperonas.

Los ejemplos preferibles adicionales de los genes de chaperonas que se usan en la presente descripcion incluyen
una combinacioén del gen PDI1 y el gen ERO1 derivados de O. minuta, una combinacion del gen PDI1 y el gen Kar2
derivados de O. minuta, una combinacion del gen PDI derivado de ser humano (un gen con codones modificados) y
el gen ERO1 derivado de O. minuta, una combinaciéon del gen PDI1, el gen ERO1 y el gen Kar2 derivados de O.
minuta, una combinacion del gen PDI, el gen ERO1-LB y el gen GRP78 derivados de ser humano (genes con
codones modificados), y una combinacion del gen PDI derivado de ser humano (un gen con codones modificados),
el gen ERO derivado de O. minuta 'y el gen GRP78 derivado de ser humano (un gen con codones modificados).

El término “gen con codones modificados” usado con respecto al gen de chaperonas derivado de ser humano se
refiere a un gen en el que la frecuencia de un coddn que va a usarse esta optimizada con respecto a la de O.
minuta.

En la presente descripcion, los genes mencionados anteriormente usados para la produccion secretora de alto nivel
de proteinas y genes que codifican para proteinas foraneas que son las dianas de la produccion secretora de alto
nivel descrita mas adelante (a continuacion en el presente documento estos genes se denominan “genes diana”)
pueden obtenerse mediante una técnica general de preparacion de ARNm y sintesis de ADNc usando transcriptasa
inversa. Como ejemplo de la técnica general mencionada anteriormente, una biblioteca de ADNc derivada de una
célula o un tejido en el que se expresa el gen diana se somete a examen con el uso de una sonda de ADN
sintetizada a partir de un fragmento del gen diana, para aislar el gen de interés. Puede prepararse ARNm mediante
una técnica usada generalmente en la materia. Por ejemplo, la célula o el tejido mencionado anteriormente puede
tratarse con un reactivo de guanidina o un reactivo de fenol para obtener ARN total, tras lo cual se obtiene entonces
poli (A)* ARN (ARNm) por medio del método de columna de afinidad usando columnas de oligo(dT)-celulosa o poli-
U-Sepharose usando Sepharose 2B como portador o una técnica discontinua. Ademas, puede fraccionarse poli (A)+
ARN por medio de centrifugacion en gradiente de densidad de sacarosa o por medio de otros medios.
Posteriormente se usa el ARNm obtenido como molde para sintetizar ADNc monocatenario usando cebadores
oligodT y transcriptasa inversa, se sintetiza ADNc bicatenario a partir del ADNc monocatenario usando ADN
sintetasa |, ADN ligasa, ARNasaH, y similares. Al ADNc bicatenario sintetizado se le proporcionan extremos romos
usando T4 ADN sintetasa, se somete a la ligamiento de un adaptador (por ejemplo, un adaptador de EcoRl),
fosforilacion o similar, se incorpora en un fago A, tal como Agt11, y entonces se empaqueta in vitro para preparar una
biblioteca de ADNc. Ademas de un fago A, pueden usarse vectores de plasmido para preparar una biblioteca de
ADNc. Después de esto, puede seleccionarse una cepa que tiene el ADN de interés (es decir, un clon positivo) de la
biblioteca de ADNc.

Cuando se aisla el gen diana de ADN gendmico o cuando se aisla un fragmento que contiene una region de
promotor y una region de terminador, se extrae ADN gendmico de una cepa celular de un organismo fuente, y se
selecciona el gen diana segun una técnica comun (Molecular Cloning, 1989; Methods in enzymology 194, 1991). El
ADN genomico puede extraerse mediante el método de Cryer et al. (Methods in Cell Biology, 12, 39-44, 1975) o el
método de P. Philippsen et al. (Methods Enzymol., 194, 169-182, 1991), por ejemplo. Cuando la fuente es una cepa
de levadura, por ejemplo, se prepara un protoplasto de levadura y entonces se somete el protoplasto de levadura a
una técnica convencional, tal como las conocidas técnicas de extraccion de ADN, técnicas de precipitacion con
alcohol tras la eliminacion de residuos celulares a una alta concentracién de sal, o técnicas de precipitacién con
alcohol tras extraccion con fenol o cloroformo.

El gen diana puede obtenerse, por ejemplo, mediante PCR (PCR Technology, Henry A. Erlich, Stockton Press,
1989). Cuando se amplifica el gen diana por medio de PCR, se usa como cebador un ADN monocatenario de 20
meros a 30 meros y se usa ADN gendmico como molde. Se confirma la secuencia de nucleétidos del gen
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amplificado y entonces se usa.

Puede obtenerse un fragmento que contiene un gen diana cuya secuencia es desconocida (a) preparando una
biblioteca génica mediante una técnica convencional y (b) seleccionando un clon de interés a partir de la biblioteca
génica resultante que va a amplificarse. Puede prepararse una biblioteca génica obteniendo ADN cromosoémico de
una linea celular de un organismo fuente por medio de una técnica convencional, digiriendo parcialmente el ADN
cromosomico con enzimas de restriccion adecuadas para fragmentacion, ligando el fragmento resultante a un vector
adecuado e introduciendo entonces el vector en una célula huésped adecuada. Alternativamente, puede extraerse
ARNmM de una célula, puede sintetizarse ADNc a partir del mismo, puede ligarse el ADNc sintetizado a un vector
adecuado y puede introducirse el vector en una célula huésped adecuada, de modo que puede prepararse una
biblioteca génica. En tal caso, puede usarse un plasmido que se conoce como vector convencional para la
preparacion de bibliotecas génicas, y por extension pueden usarse fagos, cosmidos u otros vectores. Puede
seleccionarse una célula huésped que se somete a transformacion o transduccion segun el tipo de vector.

Los clones que portan fragmentos de genes diana se seleccionan de la biblioteca génica anterior por medio de
hibridaciéon de colonias, hibridacién de placas de lisis u otros medios que impliquen el uso de sondas marcadoras
que contienen secuencias especificas para los genes diana.

Ademas, los genes diana pueden someterse a una sintesis quimica total. Por ejemplo, se preparan dos pares de
oligonucledtidos complementarios y entonces se aparean, se ligan varias cadenas de ADN apareadas con la ayuda
de ADN ligasa, o se preparan varios oligonucleotidos parcialmente complementarios y se llenan los huecos mediante
PCR. Por tanto, pueden sintetizarse genes.

Pueden determinarse secuencias de ADN de genes mediante una técnica convencional, tal como el método didesoxi
(Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 74, 5463-5467, 1977). Ademas, las secuencias de nucleotidos de ADN
anteriores pueden determinarse facilmente con el uso de un kit de secuenciacion disponible comercialmente o
similar.

2. Vector de expresion

La presente descripcion proporciona un vector que comprende un Unico tipo del gen de chaperonas, un vector que
comprende dos o mas copias de un unico tipo de los genes de chaperonas, o un vector que comprende una
combinacién de dos o mas de los genes de chaperonas. Con el fin de expresar el gen de chaperonas en una célula
huésped, puede usarse un vector que comprende cualquier gen para llevar a cabo la transformacion.
Alternativamente, puede usarse un vector que comprende una pluralidad de genes para llevar a cabo la
transformacion. Ademas, un vector de expresion de este tipo puede comprender un gen que codifica para una
proteina foranea. Alternativamente, puede prepararse por separado un vector de expresion que comprende un gen
que codifica para una proteina foranea. En tal caso, se cotransfectan vectores en una célula huésped.

Un gen que codifica para una proteina foranea no esta limitado particularmente. Los ejemplos incluyen: diversos
genes de enzimas, tales como el gen de lisozima, el gen de a-amilasa y el gen de a-galactosidasa, y en particular,
genes de glicosiltransferasas que son necesarios para la produccién de glicoproteinas farmacéuticamente Utiles,
tales como el gen de eritropoyetina (EPO) y los genes del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF);
diversos genes de interferébn que son proteinas fisiolégicamente activas, tales como genes de interferon o e
interferon y; diversos genes de interleucinas, tales como genes de IL1 y IL2; diversos genes de citocinas, tales como
el gen de eritropoyetina (EPO) y el gen del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF); y genes del
factor de crecimiento. Estos genes pueden obtenerse por medio de cualquier medio.

La presente invencion es particularmente eficaz con una proteina que sea altamente hidréfoba y una proteina cuya
produccién secretora sea insuficiente debido a la formacién compuesta. Por tanto, la proteina foranea mencionada
anteriormente incluye una proteina multimérica, tal como un anticuerpo o su fragmento funcional, es decir, un
heteromultimero.

Puede afiadirse de manera adecuada una region de regulacion de la expresion al gen de chaperonas o un gen que
codifica para una proteina foranea para constituir un vector de expresion como unidad de expresién proteica. Una
unidad de expresion proteica comprende, en el sentido de un marco de lectura de transcripcion, al menos una region
de promotor, el gen anterior y una region de terminador de la transcripcion. Un promotor que puede usarse en el
presente documento puede ser un promotor de expresion inducible o promotor de expresion constitutiva. Los
ejemplos de promotores de expresion inducible incluyen promotores implicados en el metabolismo de metanol de
levadura asimiladora de metanol, tal como el promotor del gen de alcohol oxidasa (AOX), promotor del gen de
dihidroxiacetona sintasa (DAS) y el promotor del gen de formiato deshidrogenasa (FDH). Un ejemplo de otro
promotor inducible que puede usarse es un promotor inducible por cobre (CUP). Los ejemplos de promotores de
expresion constitutiva incluyen promotores del gen de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (TDH, GAP), el gen
de fosfoglicerocinasa (PGK), el gen de fosfotriosa isomerasa (TPI), el gen de enolasa (ENO), el gen de actina (ACT),
el gen de citocromo c (CYC), el gen de trehalosa sintasa (TPS) y el gen de alcohol deshidrogenasa (ADH). Ademas,
un terminador de la transcripciéon puede ser una secuencia que tiene una actividad de terminacién de la transcripcion
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de un promotor. Puede ser una secuencia del mismo gen del promotor o de uno diferente.

Con el fin de realizar la produccion secretora de alto nivel de proteinas foraneas, es necesario el uso de un promotor
potente. Cuando se intenta la produccién de una proteina que tiene menos probabilidad de plegarse o menos
probabilidad de secretarse con el uso de un promotor altamente activo, puede producirse de manera desventajosa
hiposecrecion. Tal hiposecrecion se produce debido a los siguientes motivos. Es decir, la produccion de proteina
supera la capacidad del ribosoma en el que se realiza la traduccion y del reticulo endoplasmico en el que realizan el
plegamiento y la secrecion. Esto provoca que las proteinas producidas en exceso se desnaturalicen, se agreguen,
se ubiquitinen en células y se degraden por el proteosoma. Por consiguiente, pueden seleccionarse de manera
adecuada promotores que pueden alcanzar un nivel de expresion hasta el grado en el que las proteinas resultantes
no se desnaturalicen y no experimenten agregacion o las proteinas resultantes no superen la capacidad de
secrecion. Alternativamente, puede atenuarse la actividad de los promotores y entonces pueden usarse los
promotores de interés. Es probable que las moléculas que forman heteromultimeros se vean afectadas como se
describié anteriormente entre las proteinas multiméricas. En particular, moléculas tales como anticuerpos son
heterotetrameros que comprenden dos moléculas de cada una de la cadena pesada y de la cadena ligera que estan
agregadas. Por tanto, el nivel de expresién es un factor importante para realizar una agregacion adecuada.

El vector de expresion de la presente descripcion puede comprender un marcador de seleccién para seleccionar un
transformante. Por ejemplo, los vectores de expresion para levadura pueden comprender genes de marcadores
auxotrofos seleccionados de entre genes de His1, His2, His3, His4, His5, His6, Leu2, Arg1, Arg2, Arg3, Trp1, Lys2,
Ade1, Ade2, Ura3 y Ura5.

Como marcadores de seleccion, pueden usarse marcadores resistentes a farmacos que confieren resistencia a
farmacos tales como cerulenina, aureobasidina, Zeocin, canavanina, cicloheximida, higromicina, blasticidina,
tetraciclina, kanamicina, ampicilina y neomicina, ademas de los marcadores auxétrofos mencionados anteriormente.
Por tanto, pueden seleccionarse transformantes. Ademas, pueden usarse como marcadores genes que confieren
resistencia a disolventes con respecto a etanol, resistencia osmética con respecto a glicerol o sal, resistencia a iones
metalicos con respecto a cobre, y similares, de modo que pueden seleccionarse transformantes.

3. Célula huésped transformada

La célula huésped transformada de la presente descripcion comprende el gen descrito en 1. anteriormente o el
vector de expresion descrito en 2. anteriormente introducido en la misma.

Un ejemplo de una célula huésped que va a transformarse es una célula eucariota, y preferiblemente una cepa de
levadura. Los ejemplos de cepas de levadura incluyen cepas de levadura asimiladora de metanol, tales como
Ogataea minuta, Pichia pastoris, Hansenulla polymorpha (Pichia angusta) y Candida boidinii, y cepas de levadura,
tales como Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Yarowia lipolytica y Shizosaccharomyces pombe. Mas
especificamente, puede usarse la cepa YK3 de Ogataea minuta (Aoch1Apep4Aprb1Ayps1Aura3Aade1) como la cepa
de Ogataea minuta, y puede usarse la cepa BY4741 de Saccharomyces cerevisiae (MATa Ahis3A leu2Amet15A
ura3) como las cepas de Saccharomyces cerevisiae, aunque las cepas de levadura no estan limitadas a esto.

Ademas, la presente descripcion pretende obtener una célula huésped en la que el reticulo endoplasmico (ER), que
es esencial para la secrecion, esté potenciado. Por consiguiente, la presente invencion puede aplicarse a células
animales u otras células.

En la presente descripciéon, puede introducirse un vector de expresién en una célula huésped mediante cualquier
método, siempre que un gen introducido esté presente de manera estable y se exprese de manera adecuada en un
huésped. Los ejemplos de tales métodos que se emplean generalmente incluyen el método de fosfato de calcio (lto
et al., Agric. Biol. Chem., 48, 341, 1984), la electroporacion (Becker, D. M. et al., 1990; Methods. Enzymol., 194, 182-
187), el uso de esferoplastos (Creggh et al., Mol. Cell. Biol., 5, 3376, 1985), el método de acetato de litio (Itoh, H.,
1983; J. Bacteriol. 153, 163-168) y la lipofeccion.

4. Método para producir proteina

En la presente descripcion, pueden producirse proteinas cultivando las células huésped transformadas por medio de
una técnica convencional y tomando una muestra de las proteinas del producto de cultivo, seguido por purificacion.
El término “producto de cultivo” usado en el presente documento se refiere a células en cultivo, cuerpos fungicos
cultivados, o cuerpos fungicos o células destruidos, ademas de un sobrenadante de cultivo.

La célula huésped transformada puede cultivarse en un medio segin un método convencional usado para el cultivo
de la célula huésped.

Cuando la célula huésped transformada es un microorganismo, tal como una levadura, puede usarse un medio o

bien natural o bien sintético como medio para el cultivo, siempre que contenga fuentes de carbono, fuentes de
nitrégeno y sales inorganicas asimilables por el microorganismo y pueda proporcionar un cultivo eficaz del
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transformante. Puede usarse cualquier fuente de carbono asimilable por el microorganismo, y los ejemplos de las
mismas incluyen: hidratos de carbono tales como glucosa, fructosa, sacarosa y almidon; acidos organicos tales
como acido acético y acido propionico; y alcoholes tales como etanol y propanol. Los ejemplos de fuentes de
nitrégeno incluyen: amoniaco; sales de amonio de acidos inorganicos u organicos tales como cloruro de amonio,
sulfato de amonio, acetato de amonio y fosfato de amonio; otros compuestos que contienen nitrégeno; peptona;
extractos de carne; y licor de maiz fermentado. Los ejemplos de sales inorganicas incluyen: fosfato de monopotasio,
fosfato de dipotasio, fosfato de magnesio, sulfato de magnesio, cloruro de sodio, sulfato de hierro (l), sulfato de
manganeso, sulfato de cobre y carbonato de calcio. Segun el tipo de marcador de seleccion, puede afiadirse de
manera adecuada un agente antibidtico, tal como aureobasidina, ampicilina o tetraciclina, a un medio.
Alternativamente, puede eliminarse un aminoacido que puede suministrarse mediante un gen que complementa la
auxotrofia (por ejemplo, Leu, Ura o Trp).

Cuando se cultiva la célula huésped transformada, en el caso de levadura, por ejemplo, el nivel de pH del medio se
ajusta preferiblemente a de 4 a 7. La temperatura de cultivo es de entre 15°C y 32°C, y preferiblemente de
aproximadamente 28°C. Cuando se expresa una proteina que tiene una estructura estérica complicada como
anticuerpo, el cultivo puede llevarse a cabo preferiblemente a baja temperatura, con el fin de plegar de manera mas
eficaz una proteina de este tipo en la célula. La duracion del cultivo es generalmente de aproximadamente 24 a
1.000 horas, y el cultivo puede llevarse a cabo por medio de un cultivo discontinuo, tal como un cultivo estatico, con
sacudidas, con agitacion o con aireacion, o por medio de un cultivo continuo.

Un producto de expresion de un gen de una proteina foranea del producto de cultivo (es decir, una disolucion de
cultivo o células cultivadas) puede confirmarse por medio de SDS-PAGE, inmunotransferencia de tipo Western,
ELISA, o similares.

Las proteinas producidas pueden aislarse y purificarse por medio de técnicas convencionales para el aislamiento y
la purificacion de proteinas. Cuando se producen proteinas diana en los cuerpos fungicos o las células tras el cultivo,
los cuerpos fungicos o las células pueden pulverizarse usando, por ejemplo, un pulverizador ultrasonico, una prensa
francesa, un homogeneizador Manton-Gaulin, un molino Dinomil, o similares, para obtener las proteinas diana.
Cuando las proteinas diana se producen fuera del cuerpo fangico o las células, la disolucion de cultivo se usa tal
cual, o el cuerpo fungico o las células se retiran por medio de centrifugacion o similar. Después de esto, las
proteinas diana se recogen por medio de extraccion usando un disolvente organico, se someten a diversas técnicas
de cromatografia (por ejemplo, cromatografia hidréfoba, de fase inversa, de afinidad o de intercambio i6nico),
filtracion en gel usando tamices moleculares, electroforesis usando gel de poliacrilamida, o similar, segun la
necesidad. Estas técnicas pueden emplearse solas o en combinaciones de dos o mas. Por tanto, pueden aislarse y
purificarse las proteinas diana.

Las técnicas de cultivo y purificacion anteriores son ejemplos, y los métodos no estan limitados a las mismas. La
secuencia de aminoacidos del producto génico purificado puede confirmarse mediante un método convencional de
analisis de aminoacidos, tal como la secuenciacién de aminoacidos automatizada por medio de la técnica de
degradacion de Edman.

En la presente descripcion, cuando se usa levadura como célula huésped, el cultivo mencionado anteriormente se
lleva a cabo mas preferiblemente en condiciones en las que se inhibe la actividad proteina O-manosiltransferasa
(PMT).

Se forma una cadena de O-azlcar en una célula de mamifero tras la adiciéon de GalNAc mediante la péptido O-
GalNAc transferasa, que esta presente principalmente en el aparato de Golgi. Tal adicion de cadena de azucar tiene
lugar tras el plegamiento de proteinas. Por el contrario, la formacién de cadena de O-azucar en células de levadura y
moho se inicia tras la adicién de manosa a un residuo de serina o treonina de la proteina mediante una proteina-O-
manosiltransferasa (PMT) codificada por el gen PMT. Tal adicién se denomina actividad PMT. La adicién de manosa
tiene lugar en paralelo al plegamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico (ER) en la célula. Por tanto, puede
afadirse de manera desventajosa una cadena de azUcar innecesaria a un sitio en el que tal adiciéon no tendria lugar
en el caso de la expresion de proteinas de mamifero. Por consiguiente, tal modificacion innecesaria provocaria una
formacioén de agregados insuficiente y reduciria la actividad.

Por consiguiente, realizando el cultivo en condiciones en las que se inhibe la actividad proteina O-
manosiltransferasa (PMT), puede inhibirse la formacién de una cadena de O-azucar innecesaria. Esto también
acelera el ensamblaje de proteinas y permite mantener la actividad y propiedades fisicas nativas de proteinas. En la
presente invencion, los efectos de la produccion secretora de alto nivel de proteinas por medio de la introduccién del
gen de chaperonas pueden producir adicionalmente efectos sinérgicos regulando la formacién de cadena de O-
azucar potenciada por URP por medio de la inhibicién de la actividad PMT.

La adicion de una cadena de O-azucar peculiar para una levadura o un moho puede inhibirse mediante, por ejemplo,
los dos métodos descritos a continuacion. Estos métodos pueden realizarse en combinacion.

(1) El cultivo y la produccion se llevan a cabo en condiciones en las que se inhibe la actividad PMT que experimenta
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la adicién de una cadena de O-azUcar peculiar para una levadura o un moho.

(2) Se usan células en las que se inhibe la actividad PMT que experimenta la adicién de una cadena de O-azucar
peculiar para una levadura o un moho.

La actividad proteina O-manosiltransferasa (PMT) de (1) anteriormente puede inhibirse con la adicion de un inhibidor
de la actividad PMT (es decir, un inhibidor de PMT) al medio, por ejemplo. Un ejemplo de un inhibidor de la actividad
PMT que puede usarse es el derivado de acido rodanin-3-acético (Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 14,
pags. 3975-3978, 2004). Los ejemplos especificos del derivado de acido rodanin-3-acético incluyen acido 5-[[3,4-(1-
fenilmetoxi)fenillmetilen]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinacético (compuesto (1c) descrito en Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, Vol. 14, pag. 3975, 2004) y acido {(5Z)-4-oxo-5-[3-(1-feniletoxi)-4-(2-feniletoxi)benciliden]-2-tioxo-
1,3-tiazolidin-3-il}acético (compuesto (5a) descrito en Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, Vol. 14, pag. 3975,
2004). PMT es importante para la generacion de manoproteinas que constituyen la pared celular de levadura. Una
actividad PMT excesivamente reducida afectara de manera adversa al crecimiento de levadura. Por consiguiente,
cuando se usan sistemas de expresion inducible, la adicion de un inhibidor de la actividad PMT en el momento de la
expresion de genes de proteinas foraneas, tras el crecimiento celular, seria mas eficaz. Por tanto, pueden producirse
al maximo nivel proteinas diana de alta calidad en las que se inhibe la modificacién de cadena de O-azucar.

La actividad proteina O-manosiltransferasa (PMT) descrita en (2) anteriormente puede inhibirse perturbando el gen
PMT o inhibiendo la expresion de tal gen. En S. cerevisiae, PMT esta codificada por al menos 6 genes; es decir, el
gen PMT1 (GenBank: L19169), el gen PMT2 (GenBank: L05146), el gen PMT3 (GenBank: X83797), el gen PMT4
(GenBank: X83798), el gen PMT5 ((GenBank: X95644) y el gen PMT46 ((GenBank: Z72984), y estos genes forman
independientemente un homodimero (PMT4p) o un heterodimero (PMT1p/PMT2p) y presentan actividad. La
deficiencia del gen PMT puede ser deficiencia simple o doble. Tal como se describié anteriormente, PMT es un gen
importante para el crecimiento de levadura. Cuando la actividad, tal como deficiencia de gen PMT, se elimina o se
reduce extremadamente, la pared celular se vuelve fragil. Por tanto, el uso de una cepa deficiente en el gen PMT
requiere atencion. Una cepa en la que el gen PMT se ha destruido es preferiblemente una cepa en la que se ha
destruido el gen o bien PMTS5 o bien PMT6 o una cepa en la que se han destruido tanto el gen PMT5 como el gen
PMT®6.

Los ejemplos de métodos para suprimir el gen PMT incluyen un método que implica el uso de ARN antisentido o
ARNi y un método que implica la atenuacién de un promotor.

Mejores modos para llevar a cabo la invencion

A continuacion en el presente documento, la presente invencion y descripcion se describe en detalle con referencia
a los ejemplos, aunque el alcance técnico de la presente invencion no esta limitado a los ejemplos. Los plasmidos,
las enzimas de restriccion, las enzimas modificadoras de ADN, y similares que se usan en los ejemplos de la
presente invencion son productos disponibles comercialmente, y estos productos pueden usarse segun técnicas
convencionales. Ademas, los procedimientos de clonacién de ADN, secuenciacion de nucleétidos, transformacion de
células huésped, cultivo de células huésped transformadas, toma de muestras y purificacion de enzimas a partir de
productos de cultivo, y similares se conocen ampliamente en la técnica o pueden aprenderse a través de
publicaciones existentes.

[Ejemplo 1] Construccién de un vector para la introduccién de un gen de anticuerpo

(1) Construcciéon de un vector para la introducciéon de un gen de anticuerpo que porta un gen resistente a Zeocin
como marcador de seleccién y gue comprende el casete de promotor y terminador de gen GAP

Con el fin de preparar un marcador de gen resistente a Zeocin, se sometié un fragmento de ADN sintetizado
mostrado en SEQ ID NO: 15 a digestion doble con las enzimas de restriccién Hindlll y Kpnl para obtener un
fragmento de ADN que contenia un gen resistente a Zeocin.

Se escindi6 pOMexGP1U dado a conocer en el documento WO 2003/091431 con Spel, se le proporcionaron
extremos romos, y entonces se ligd. Se sometieron el sitio Sall y el sitio EcoT22| del plasmido resultante a cambio
de ligador con el sitio Spel y el sitio BamHlI, respectivamente. Se obtuvo asi el plasmido pOMexGP1UASp. Se
sometio el pPOMexGP1UASp resultante a digestion doble con las enzimas de restriccion Hindlll y Kpnl para aislar un
fragmento que contenia el promotor del gen GAP y el terminador, y se introdujo en el mismo un fragmento de ADN
que contenia el marcador del gen resistente a Zeocin para obtener el plasmido pOMexGP1Z.

Tras afiadir las secuencias de nucledtidos de los sitios de enzima de restriccion (el sitio Xbal en el lado 5’ y el sitio
BamHI en el lado 3’) a ambos extremos del gen de cadena pesada del gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL
(documento WO 2001/083560, sintetizado por Takara Bio teniendo en cuenta la frecuencia del uso de codones de
O. minuta), se digirid el fragmento resultante con Xbal y BamHI para obtener un fragmento del gen de cadena
pesada de anticuerpo.
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Se uso el gen de cadena pesada de anticuerpo sintetizado artificialmente resultante como molde para llevar a cabo
una PCR usando el cebador SynCH-F y el cebador SynCH-R mostrados a continuacion a 94°C durante 30
segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 2 minutos, y se repitio este ciclo 20 veces. Se obtuvo asi una
region constante del gen de cadena pesada de anticuerpo.

SynCH-F: 5-GGAGCTCAAAAAGCTAGCACCAAGGGTCCATCCGTTTTCC-3' (SEQ ID NO: 16)
SynCH-R: 5-CAGATCTTTACTTACCTGGGGACAAGGACAAG-3’ (SEQ ID NO: 17)

Se sometio el fragmento de ADN resultante a digestion doble con las enzimas de restriccion Sacl y BamHI, y se
introdujo el fragmento resultante en pOMexGP1Z, que se habia sometido a digestién doble con las enzimas de
restriccion Sacl y BamHI. Se designd el vector resultante como pOMexGPZ/SynCH. Puede introducirse una region
variable del gen de cadena pesada de anticuerpo en un sitio entre los sitios de enzima de restriccion Sacl y Nhel de
este vector.

(2) Construccién de un vector para la introduccion de un gen de anticuerpo que porta el gen ADE1 como marcador
de seleccion y que comprende el casete de promotor y terminador de gen GAP

Se tratd6 pOMexGP1U dado a conocer en el documento WO 2003/091431 con EcoT22l y se le proporcionaron
extremos romos. Se introdujo el ligador BamHI en el mismo para obtener pOMexGP2U. Se trat6 pOMexGP2U con
Sall y se le proporcionaron extremos romos. Se introdujo el ligador Spel en el mismo para obtener pPOMexGP3U. Se
digiri6 pOMexGP3U con Hindlll y Kpnl para aislar un fragmento de aproximadamente 2,0 kb que comprendia el
casete de expresion de GAP. Se ligd el fragmento resultante a un fragmento de aproximadamente 5,0 kb que
comprendia el marcador ADE1 aislado tratando pOMex4A (dado a conocer en el documento WO 2003/091431) con
Hindlll y Kpnl para obtener pOMexGP1A. Se proporcioné extremos romos al fragmento obtenido mediante la
escision de pOMexGP1A con la enzima de restriccion BsiWI y se introdujo el ligador Ndel (Takara Bio). Se designé
el plasmido resultante como pOMexGP2A.

Tras afiadir las secuencias de nucledtidos de los sitios de enzima de restriccion (el sitio Xbal en el lado 5’ y el sitio
BamHI en el lado 3’) a ambos extremos del gen de cadena ligera del gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL
(documento WO 2001/083560, sintetizado por Takara Bio teniendo en cuenta la frecuencia del uso de codones de
O. minuta), se digirié el fragmento resultante con Xbal y BamHI para obtener un fragmento del gen de cadena ligera
de anticuerpo.

Se uso el gen de cadena ligera de anticuerpo sintetizado artificialmente resultante como molde para llevar a cabo
una PCR usando el cebador SynCL-F y el cebador SynCL-R mostrados a continuacion a 94°C durante 30 segundos,
55°C durante 30 segundos y 72°C durante 2 minutos, y se repitié este ciclo 20 veces. Se obtuvo asi una region
constante del gen de cadena ligera de anticuerpo.

cebador SynCL-F: 5-GACTAGTAAAAACGTACGGTTGCTGCTCCATCCGTTTTCATC-3’ (SEQ ID NO: 18)

cebador SynCL-R: 5-CAGATCTTTAGCACTCACCTCTGTTGAAGGAC-3’ (SEQ ID NO: 19)

Se sometid el fragmento de ADN resultante a digestion doble con las enzimas de restriccion Spel y Bglll, y se
introdujo el fragmento resultante en pOMexGP2A, que se habia sometido a digestién doble con las enzimas de
restriccion Spel y BamHI. Se designo el vector resultante como pOMexGPA/SynCL. Puede introducirse una region
variable del gen de cadena ligera de anticuerpo en un sitio entre las enzimas de restriccion Spel y BsiWWI de este
vector.

[Ejemplo 2] Construccién de un vector de expresion para un gen de anticuerpo

Con el fin de expresar la sefial de Kar2 derivada de O. minuta (a continuacién en el presente documento
denominada la “sefial de OmKar2”) y la cadena ligera y la cadena pesada del anticuerpo anti-receptor de TRAIL
como proteina de fusién, se ligd la secuencia sefial de OmKar2 al gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL
(documento WO 2001/083560, sintetizado por Takara Bio teniendo en cuenta la frecuencia del uso de codones de
O. minuta) por medio de PCR de extension por solapamiento usando los cebadores oligonucleotidicos a
continuacion.

Para la sefial de OmKar2 y la cadena pesada de anticuerpo anti-receptor de TRAIL

Om-Kar2-Sac: 5-GGAGCTCATGTTTAAGTTCAACCGCTC-3' (SEQ ID NO: 20)

OmKar-SanH-R3: 5-CAACGAGTTGAACCTCCGCCTCTGCTTCCACG-3’ (SEQ ID NO: 21)

OmKar-SanH-F3: 5-CGTGGAAGCAGAGGCGGAGGTTCAACTCGTTG-3’ (SEQ ID NO: 22)
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SanH-Nhe: 5-GGCTAGCGGAGGAAACGGTAAC-3 (SEQ ID NO: 23)

Para la sefial de OmKar2 y la cadena ligera de anticuerpo anti-receptor de TRAIL
Om-Kar2-Spe: 5-GACTAGTATGTTTAAGTTCAACCGCTC-3' (SEQ ID NO: 24)
OmKar-SanL-R3: 5-GGGTCATCTGGATGTCCGCCTCTGCTTCCACG-3’ (SEQ ID NO: 25)
OmKar-SanL-F3: 5-CGTGGAAGCAGAGGCGGACATCCAGATGACCC-3' (SEQ ID NO: 26)
SanL-Bsi: 5-GCGTACGCTTGATCTCAACC-3’ (SEQ ID NO: 27)

Se amplifico la region de la secuencia sefial de OmKar2 usando ADN gendmico de O. minuta preparado usando el
reactivo de extraccion de ADN de levadura Y-DER (PIERCE, 78870) como molde. Con el uso de ADN polimerasa
AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024), se llevé a cabo una PCR usando los cebadores Om-Kar2-Sac y OmKar-
SanH-R3 para la cadena pesada y los cebadores Om-Kar2-Spe y OmKar-SanL-R3 para la cadena ligera a 95°C
durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 30 segundos, y se repitid este ciclo 30 veces. Se
recuperaron asi fragmentos de ADN diana amplificados de aproximadamente 0,1 kb.

Se amplificé la regién de gen de anticuerpo usando ADN obtenido sintetizando el codén del ADNc de anticuerpo
anti-receptor de TRAIL (documento WO 2001/083560) segun la frecuencia del codéon de O. minuta usado como
molde. Con el uso de ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024), se llevé a cabo una PCR usando los
cebadores OmKar-SanH-F3 y SanH-Nhe para la cadena pesada y los cebadores OmKar-SanL-F3 y SanL-Bsi para
la cadena ligera a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos, 68°C durante 30 segundos, y se repitid
este ciclo 30 veces. Se recuperaron un fragmento de ADN diana amplificado de la region variable de cadena pesada
de aproximadamente 0,36 kb y uno de la region variable de cadena ligera de aproximadamente 0,33 kb.

Posteriormente, se usaron la region de sefial de OmKar2 amplificada para la cadena pesada y la region variable de
cadena pesada como moldes, se llevd a cabo una PCR usando los cebadores Om-Kar2-Sac y SanH-Nhe y ADN
polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C
durante 30 segundos, y se repitio este ciclo 30 veces. Se recuper6 asi un fragmento de ADN diana amplificado de
aproximadamente 0,47 kb. Ademas, se usaron la region de sefial de OmKar2 amplificada para la cadena ligera y la
region variable de cadena ligera como moldes, y se llevd a cabo una PCR usando los cebadores Om-Kar2-Spe y
SanL-Bsi y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30
segundos y 68°C durante 30 segundos, y se repitio este ciclo 30 veces. Se recuperd asi un fragmento de ADN diana
amplificado de aproximadamente 0,43 kb. Se clonaron los fragmentos de ADN recuperados en pCR2.1-TOPO.
Basandose en las secuencias de nucleétidos de los fragmentos de ADN insertados, se confirmé que la region
variable de cadena pesada de anticuerpo anti-sefial de OmKar2 y la region variable de cadena ligera de anticuerpo
anti-sefial de OmKar2 tenian genes que estaban fusionados en marco entre si. A partir de un plasmido que tenia un
fragmento de ADN, cuya secuencia de nucledtidos se habia confirmado, se recuperé un fragmento de ADN que
contenia la region variable de cadena pesada de anticuerpo anti-sefial de OmKar por medio de digestion con Sacl y
Nhel con el uso del sitio de enzima de restriccion Sacl introducido en el cebador Om-Kar2-Sac y el sitio de enzima
de restriccion Nhel introducido en el cebador SanH-Nhe. Por separado, se usaron el sitio de enzima de restriccion
Spel introducido en el cebador Om-Kar2-Spe y el sitio de enzima de restriccion BsiWI introducido en el cebador
SanL-Bsi para recuperar un fragmento de ADN que contenia las regiones variables de cadena ligera de anticuerpo
anti-sefial de OmKar por medio de digestion con Spel y BsiWI.

Con el fin de expresar la cadena pesada de anticuerpo y la cadena ligera de anticuerpo en O. minuta, se ligaron un
fragmento de ADN que codifica para la region variable de cadena pesada de anticuerpo anti-sefial de OmKar
recuperado por medio de digestion doble con las enzimas de restriccion Sacl y Nhel y un fragmento de ADN que
codifica para la region variable de cadena ligera de anticuerpo anti-sefial de OmKar recuperado por medio de
digestion doble con las enzimas de restriccion Spel y BsiWI, al vector de expresion pOMexGPZ/SynCH para la
region constante de cadena de IgG1y humana obtenido por medio de digestion doble con las enzimas de restriccion
Sacl y Nhel (preparado en el ejemplo 1) y el vector de expresion pOMexGPA/SynCL para la regiéon constante de
IgG1x humana obtenido por medio de digestion doble con las enzimas de restriccion Spel y BsiWI (preparado en el
ejemplo 1), respectivamente. Se designaron los plasmidos resultantes como onaP02706 y onaP03106.

[Ejemplo 3] Construccién de un vector de expresién para un gen de chaperonas solo

(1) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen OmPDI1

Se deduce que el gen que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 1 (1551 pb) codifica
para una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2 (516 residuos de
aminoacido).

La proteina anterior tiene una homologia de secuencia de nucleétidos de aproximadamente el 60,5% con respecto a
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PDI1 (YCL043C) de S. cerevisiae y una supuesta homologia de secuencia de aminoacidos de aproximadamente el
46,9%. Se dedujo que la proteina era un homologo funcional que también comprendia dos dominios similares a
tiorredoxina, CGHC (Cys-Gly-His-Cys), en PDI1 de S. cerevisiae, y se design6 como OmPDI1 al ser PDI1 de O.
minuta. Dado que la secuencia de nucleétidos de OmPDI1 comprende los sitios de escisidon para las enzimas de
restriccion EcoT22l y Sall, se modificaron los sitios de enzima de restriccion EcoT22l y Sall por medio de PCR de
extension por solapamiento usando los cebadores oligonucleotidicos a continuacion.

OMPDI1SAL: 5-GGTCGACATGAAGTTATTTGGATTGAC-3’ (SEQ ID NO: 28)
OMPDI1T22I: 5-GATGCATTTACAACTCGTCGTGAGCCAC-3’ (SEQ ID NO: 29)
OMPDI912F: 5-GAGATACGGTATGCACGCCAAGAAC-3’ (SEQ ID NO: 30)
OMPDI936R: 5-GTTCTTGGCGTGCATACCGTATCTC-3’ (SEQ ID NO: 31)
OMPDI1321F: 5-GTTGCCGGTGTTGACATCGCCGG-3’ (SEQ ID NO: 32)
OMPDI1343R: 5-CCGGCGATGTCAACACCGGCAAC-3’ (SEQ ID NO: 33)

Se llevo a cabo una PCR usando el ADN gendémico de O. minuta preparado usando el reactivo de extraccion de
ADN de levadura Y-DER (78870, PIERCE) como molde, los cebadores OMPDI1SAL y OMPDI936R, los cebadores
OMPDI912F y OMPDI1343R, y los cebadores OMPDI1321F y OMPDI1T22l, y ADN polimerasa AccuPrime Pfx
(Invitrogen, 12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos, y se
repiti6 este ciclo 30 veces. Se amplificaron asi fragmentos de ADN diana de aproximadamente 0,94 kb,
aproximadamente 0,43 kb y aproximadamente 0,23 kb. Posteriormente, se llevd a cabo una PCR usando los
fragmentos amplificados anteriores y los cebadores OMPDI1SAL y OMPDI1T22I a 95°C durante 10 segundos, 55°C
durante 30 segundos y 68°C durante 90 segundos, y se repitié este ciclo 30 veces. Se amplificéd adicionalmente el
fragmento de ADN diana amplificado de aproximadamente 1,6 kb y se cloné el fragmento resultante en pCR2.1-
TOPO. Basandose en la secuencia de nucledtidos del fragmento de ADN insertado, se confirmé que el fragmento
diana tenia el gen OmPDI1. A partir de un plasmido que portaba el fragmento de ADN con una secuencia de
nucledtidos confirmada, se recuperd un fragmento de ADN que contenia OmPDI1 por medio de digestién con Sall y
EcoT22l, con el uso del sitio de enzima de restriccion Sall introducido en el cebador OMPDI1SAL vy el sitio de enzima
de restriccion EcoT22l introducido en el cebador OMPDI1T22I. Con el fin de expresar de manera constitutiva
OmPDI1 en O. minuta, se ligdé OmPDI1 a pOMexGP1U dado a conocer en el documento WO 2003/091431
recuperado por medio de digestion con Sall y EcoT22l. Se designo el plasmido resultante como onaP03606.

(2) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen OmMPD1

Se deduce que el gen que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 3 (936 pb) codifica para
una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 4 (311 residuos de
aminoacido).

La proteina anterior tiene una homologia de secuencia de nucleétidos de aproximadamente el 47,3% con respecto a
MPD1 (YOR288C) de S. cerevisiae y una supuesta homologia de secuencia de aminoacidos de aproximadamente el
31,2%. Se dedujo que la proteina era un homodlogo funcional que también comprendia un dominio similar a
tiorredoxina, CGHC (Cys-Gly-His-Cys), contenido en derivado de MPD1 de S. cerevisiae, y se designdé como
OmMPD1 al ser MPD1 derivada de O. minuta. Se amplificd el fragmento resultante por medio de PCR usando los
cebadores oligonucleotidicos a continuacion.

OMIC1379SAL: 5-GGTCGACATGAAAGTGGCAAGTTTG-3' (SEQ ID NO: 34)
OMIC1379T22I: 5-GATGCATTCATAGCTCATCTTTTTC-3’ (SEQ ID NO: 35)

Se llevo a cabo una PCR usando el ADN gendémico de O. minuta preparado usando el reactivo de extraccion de
ADN de levadura Y-DER (78870, PIERCE) como molde y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a
95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos, y se repiti6 este ciclo 30 veces.
Se amplificd asi un fragmento de ADN diana de aproximadamente 0,94 kb y se introdujo el fragmento resultante en
pCR2.1-TOPO. Basandose en la secuencia de nucledtidos del fragmento de ADN insertado, se confirmd que el
fragmento diana tenia el gen OmMPD1. A partir de un plasmido que portaba el fragmento de ADN con una
secuencia de nucledtidos confirmada, se recuperd un fragmento de ADN que contenia OmMPD1 por medio de
digestion con Sall y EcoT22l, con el uso del sitio de enzima de restriccion Sall introducido en el cebador
OMIC1379SAL vy el sitio de enzima de restriccion EcoT22I introducido en el cebador OMIC1379T22l. Con el fin de
expresar de manera constitutiva OmMPD1 en O. minuta, se ligd6 OmMPD1 a pOMexGP1U dado a conocer en el
documento WO 2003/091431 recuperado por medio de digestion con Sall y EcoT22l. Se designd el plasmido
resultante como onaP04006.
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(3) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen OmSCJ1

Se deduce que el gen que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 5 (930 pb) codifica para
una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 6 (309 residuos de
aminoacido).

La proteina anterior tiene una homologia de secuencia de nucleétidos de aproximadamente el 54,8% con respecto a
SCJ1 (YMR214W) de S. cerevisiae y una supuesta homologia de secuencia de aminoacidos de aproximadamente el
36,6%. Se dedujo que la proteina era un homologo funcional que comprendia el dominio rico en cisteina (CR) central
de la proteina DnaJ de CXXCXGXG y una region parcialmente homdloga a la region terminal de DnaJ-C, y se
designé como OmSCJ1 al ser SCJ1 de O. minuta. Se amplificé el fragmento resultante por medio de PCR usando
los cebadores oligonucleotidicos a continuacion.

OMSCJ1SAL: 5-GGTCGACATGTTTATGGAGATCGGAG-3’ (SEQ ID NO: 36)
OMSCJ1T22I: 5-GATGCATTCACAGCTCGTCGTGCAAC-3’ (SEQ ID NO: 37)

Se llevé a cabo una PCR usando el ADN gendémico de O. minuta preparado usando el reactivo de extraccion de
ADN de levadura Y-DER (78870, PIERCE) como molde y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a
95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos, y se repiti6 este ciclo 30 veces.
Se amplificé asi un fragmento de ADN diana de aproximadamente 0,93 kb y se clon6 el fragmento resultante en
pCR2.1-TOPO. Basandose en la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN insertado, se confirmd que el
fragmento diana tenia el gen OmSCJ1. A partir de un plasmido que portaba el fragmento de ADN con una secuencia
de nucledtidos confirmada, se recuperd un fragmento de ADN que contenia OmSCJ1 por medio de digestién con
Sall y EcoT22l, con el uso del sitio de enzima de restriccion Sall introducido en el cebador OMSCJ1SAL vy el sitio de
enzima de restriccion EcoT22l introducido en el cebador OMSCJ1T22l. Con el fin de expresar de manera
constitutiva OmSCJ1 en O. minuta, se ligd6 OmSCJ1 a pOMexGP1U dado a conocer en el documento WO
2003/091431 recuperado por medio de digestion con Sall y EcoT22l. Se designd el plasmido resultante como
onaP03806.

(4) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen OmEUG1

Se deduce que el gen que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 7 (1137 pb) codifica
para una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 8 (378 residuos de
aminoacido).

Aunque la proteina anterior no mostré una homologia obvia con respecto a la familia de proteina disulfuro
isomerasas de S. cerevisiae, la proteina comprendia dominios similares a tiorredoxina de CHSC en una region que
comprendia los residuos 52 a 55 y de CGYC en una region que comprendia los residuos 174 a 177 desde el
extremo N-terminal. En S. cerevisiae se conocen cinco tipos de proteina disulfuro isomerasas que tienen dominios
similares a tiorredoxina; sin embargo, aquéllas que tienen dos dominios similares a tiorredoxina en las moléculas
estan limitadas a PDI1 y EUG1. Dado que P5 que pertenece a la familia de PDI humana es la Gnica isomerasa que
tiene dos dominios similares a tiorredoxina desde el extremo N-terminal hasta la region central de la molécula (Gene,
1995, 164, pags. 377-378), se deduce que la proteina anterior funciona como una proteina disulfuro isomerasa.
Ademas, se dedujo que la proteina tenia el dominio de retencion en ER de KDEL en el extremo C-terminal y
funcionaba como proteina disulfuro isomerasa en el reticulo endoplasmico de levadura.

Por consiguiente, se dedujo que la proteina anterior era un homologo funcional de EUG1 derivado de S. cerevisiae,
y se designd como OmEUG1 al ser EUG1 de O. minuta. Dado que la secuencia de nucledtidos de OmEUG1
comprende sitios de escision para las enzimas de restriccion EcoT22l y Sall, se modificaron los sitios de enzima de
restriccion EcoT22] y Sall por medio de PCR de extension por solapamiento usando los cebadores
oligonucleotidicos a continuacion.

OMEUG1SAL: 5-GGTCGACATGAAAGTCACGTCTATCTGG-3 (SEQ ID NO: 38)

OMEUG1T22I: 5-GATGCATTCACAGCTCATCCTTGGCTGG-3’ (SEQ ID NO: 39)

OMEUGS819F: 5-GATACACGCAGTTGACGAGCTG-3 (SEQ ID NO: 40)

OMEUGB840R: 5-CAGCTCGTCAACTGCGTGTATC-3 (SEQ ID NO: 41)

OMEUG925F: 5-GACAACGCATTGTCGAAAGAAG-3 (SEQ ID NO: 42)

OMEUGY946R: 5-CTTCTTTCGACAATGCGTTGTC-3’ (SEQ ID NO: 43)

Se llevo a cabo una PCR usando el ADN gendémico de O. minuta preparado usando el reactivo de extraccion de
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ADN de levadura Y-DER (78870, PIERCE) como molde, los cebadores OMEUG1SAL y OMEUGBS840R, los
cebadores OMEUG819F y OMEUG946R, y los cebadores OMEUG925F y OMEUG1T22l, y ADN polimerasa
AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60
segundos, y se repitid este ciclo 30 veces. Se amplificaron asi fragmentos de ADN diana de aproximadamente
0,84 kb, aproximadamente 0,13 kb y aproximadamente 0,21 kb. Posteriormente, se llevd a cabo una PCR usando
los fragmentos amplificados anteriores, los cebadores OMEUG1SAL y OMEUG1T22I, y ADN polimerasa AccuPrime
Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 90 segundos, y
se repitié este ciclo 30 veces. Se amplificé asi un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,1 kb y se clon6 el
fragmento resultante en pCR2.1-TOPO. Basandose en la secuencia de nucledtidos del fragmento de ADN insertado,
se confirmé que el fragmento diana tenia el gen OmEUGH1. A partir de un plasmido que portaba el fragmento de ADN
con una secuencia de nucleétidos confirmada, se recuperé un fragmento de ADN que contenia OmEUG1 por medio
de digestion con Sall y EcoT22l con la utilizaciéon del sitio de enzima de restriccion Sall introducido en el cebador
OMEUG1SAL vy el sitio de enzima de restriccion EcoT22| introducido en el cebador OMEUG1T22I. Con el fin de
expresar de manera constitutiva OmEUG1 en O. minuta, se ligé OmEUG1 a pOMexGP1U digerido con Sall y
EcoT22l dado a conocer en el documento WO 2003/091431. Se designo el plasmido resultante como onaP03706.

(5) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen OmERO1

Se deduce que el gen que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 9 (1728 pb) codifica
para una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 10 (575 residuos de
aminoacido).

La proteina anterior tiene una homologia de secuencia de nucleétidos de aproximadamente el 37,4% con respecto a
ERO1 (YML130C) de S. cerevisiae y una supuesta homologia de secuencia de aminoacidos de aproximadamente el
35,1%. Se sabe que ERO1 de S. cerevisiae comprende 14 residuos Cys y al menos 10 residuos Cys estan
asociados con enlace disulfuro (Cell, 2007, 129, pags. 333-344). En particular, se demuestra que 4 residuos Cys son
importantes para la actividad ERO1, Cys100-Cys105 se denomina “disulfuro lanzadera” y se asocia con la oxidacion
de PDI1, y Cys352-Cys355 se asocia con la reoxidacion de disulfuro lanzadera reducido (Moll. Cell, 1999, 4, pags.
469-477). La busqueda de homologia entre ERO1 de S. cerevisiae y SEQ ID NO: 10 demuestra que Cys125-
Cys130, que es equivalente a Cys lanzadera de Cys100-Cys105 de S. cerevisiae, y Cys384-Cys387, que es
equivalente a Cys activo de Cys352-Cys355 de S. cerevisiae, estan conservados. Por tanto, se deduce que la
proteina anterior tiene una actividad similar a oxidorreductasa endoplasmica. Por tanto, se deduce que la proteina
anterior es un homoélogo funcional de ERO1 de S. cerevisiae y se design6 como OmERO1 al ser ERO1 de O.
minuta. Dado que la secuencia de nucledtidos de OmERO1 comprende un sitio de escisién para la enzima de
restriccion Sall, se modifico el sitio de enzima de restriccion Sall por medio de PCR de extension por solapamiento
usando los cebadores oligonucleotidicos a continuacion.

OMEROSAL: 5-GGTCGACATGAAGCACGTGATAAGTGGC-3’ (SEQ ID NO: 44)
OMEROT22I: 5-GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3’ (SEQ ID NO: 45)
OMERO166F: 5-GAGTTTGAGTCCACGCCTTTCCGCG-3’ (SEQ ID NO: 46)
OMERO190R: 5-CGCGGAAAGGCGTGGACTCAAACTC-3’ (SEQ ID NO: 47)

Se llevo a cabo una PCR usando el ADN gendémico de O. minuta preparado usando el reactivo de extraccion de
ADN de levadura Y-DER (78870, PIERCE) como molde, los cebadores OMEROSAL y OMERO190R, y los
cebadores OMERO166F y OMEROT22I, y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 95°C durante
10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos, y se repitid6 este ciclo 30 veces. Se
amplificaron asi fragmentos de ADN diana de aproximadamente 0,19 kb y aproximadamente 1,56 kb.
Posteriormente, se llevd a cabo una PCR usando los fragmentos amplificados anteriores, los cebadores
OMEROSAL y OMEROT22I, y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 95°C durante 10 segundos,
55°C durante 30 segundos y 68°C durante 120 segundos, y se repitid este ciclo 30 veces. Se amplificéd asi un
fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,73 kb y se clond el fragmento resultante en pCR2.1-TOPO.
Basandose en la secuencia de nucledtidos del fragmento de ADN insertado, se confirmé que el fragmento diana
tenia el gen OMERO1. A partir de un plasmido que portaba el fragmento de ADN con una secuencia de nucleétidos
confirmada, se recuperé un fragmento de ADN que contenia OmERO1 por medio de digestion con Sall y EcoT22I
con la utilizacién del sitio de enzima de restriccion Sall introducido en el cebador OMEROSAL vy el sitio de enzima de
restriccion EcoT22l introducido en el cebador OMEROT22I. Con el fin de expresar de manera constitutiva OmERO1
en O. minuta, se ligo6 OmMERO1 a pOMexGP1U recuperado por medio de digestién con Sall y EcoT22| dado a
conocer en el documento WO 2003/091431. Se designo el plasmido resultante como onaP03906.

(6) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen OmHSP104

Se deduce que el gen que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 11 (2700 pb) codifica
para una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 12 (899 residuos de
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aminoacido).

La proteina anterior tiene una homologia de secuencia de nucleétidos de aproximadamente el 60,4% con respecto a
HSP104 (ILLO26W) de S. cerevisiae y una supuesta homologia de secuencia de aminoacidos de aproximadamente
el 63,4%. HSP104 de S. cerevisiae es una chaperona molecular que pertenece a la familia de HSP100/C1p, y actia
conjuntamente con una chaperona molecular que pertenece a la familia de HSP70/HSP40 y una chaperona auxiliar
de la misma para regenerar una proteina agregada. La proteina anterior tiene dos dominios en su molécula; es decir,
el domino amino-terminal C1p y el dominio AAA+, y se deduce que tiene una actividad similar a HSP104. Por tanto,
se dedujo que la proteina anterior era un homadlogo funcional de HSP104 de S. cerevisiae y se designd como
OmHSP104 al ser HSP104 de O. minuta.

Se llevo a cabo una PCR usando el ADN gendémico de O. minuta preparado usando el reactivo de extraccion de
ADN de levadura Y-DER (78870, PIERCE) como molde, el cebador OmHSP104salF (5-
GGTCGACATGGATTCTACGCAATTTAC-3: SEQ ID NO: 48), el cebador OmHSP104EcoTR (5-
GATGCATTTAATCGAGATCAGGACTGC-3’: SEQ ID NO: 49), y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-
024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 180 segundos, y se repitié este ciclo
30 veces. Se amplificé asi un fragmento de ADN diana de aproximadamente 2,7 kb y se cloné el fragmento
resultante en pCR2.1-TOPO. Basandose en la secuencia de nucledtidos del fragmento de ADN insertado, se
confirmé que el fragmento diana tenia el gen OmHSP104. A partir de un plasmido que portaba el fragmento de ADN
con una secuencia de nucleotidos confirmada, se recuperd un fragmento de ADN que contenia OmHSP104 por
medio de digestion con Sall y EcoT221 con la utilizacion del sitio de enzima de restriccion Sall introducido en el
cebador OmHSP104salF y el sitio de enzima de restriccion EcoT22l introducido en el cebador OmHSP104EcoTR.
Con el fin de expresar de manera constitutiva OmHSP104 en O. minuta, se ligé OmHSP104 a pOMexGP1U
recuperado por medio de digestién con Sall y EcoT22l dado a conocer en el documento WO 2003/091431. Se
designé el plasmido resultante como onaP07107.

(7) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen OmKar2

Se deduce que el gen que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 13 (1998 pb) codifica
para una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 14 (665 residuos de
aminoacido).

La proteina anterior tiene una homologia de secuencia de nucleétidos de aproximadamente el 60,4% con respecto a
Kar2 (YJL034W) de S. cerevisiae y una supuesta homologia de secuencia de aminoacidos de aproximadamente el
74,6%. Por tanto, se dedujo que la proteina de interés era un homologo funcional y se designé como OmKar2 al ser
Kar2 de O. minuta. La secuencia de nucleétidos de OmKar2 comprende sitios de escision para las enzimas de
restriccion Hindlll y Kpnl. Con el fin de recuperar un casete de expresién que comprendia una region desde un
promotor hasta un terminador tras clonacién en pPOMEGPU-1, se modificaron los sitios de enzima de restriccion
Hindlll y Kpnl por medio de PCR de extensidon por solapamiento usando los cebadores oligonucleotidicos a
continuacion.

OMKAR-F: 5-GGTCGACATGTTTAAGTTGAAGCGGTCTG-3 (SEQ ID NO: 50)

OMKAR-R: 5-GATGCATTCACAGCTCATCATGATCCCAG-3’ (SEQ ID NO: 51)

Kar1-F: 5-CACTAAGGATGCTGGAACCATTGCCGGTCTGGAAG-3 (SEQ ID NO: 52)

Kar1-R: 5-CTTCCAGACCGGCAATGGTTCCAGCATCCTTAGTG-3’ (SEQ ID NO: 53)

Kar2-F: 5-CCAGCCCCAAGAGGAACCCCACAAATTGAGGTGAC-3’ (SEQ ID NO: 54)

Kar2-R: 5-GTCACCTCAATTTGTGGGGTTCCTCTTGGGGCTGG-3’ (SEQ ID NO: 55)

Kar3-F: 5-CGGATTCGGCTCCAAACTTGATGAGGATGACAAGG-3’ (SEQ ID NO: 56)

Kar3-R: 5-CCTTGTCATCCTCATCAAGTTTGGAGCCGAATCCG-3’ (SEQ ID NO: 57)

Se llevo a cabo una PCR usando el ADN gendémico de O. minuta preparado usando el reactivo de extraccion de
ADN de levadura Y-DER (78870, PIERCE) como molde, los cebadores OMKAR-F y Kar1-R, los cebadores Kar1-F y
Kar2-R, los cebadores Kar2-F y Kar3-R, y los cebadores Kar3-F y OMKAR-R, y ADN polimerasa AccuPrime Pfx
(Invitrogen, 12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos, y se
repiti6 este ciclo 30 veces. Se amplificaron asi fragmentos de ADN diana de aproximadamente 0,6 kb,
aproximadamente 0,95 kb, aproximadamente 0,3 kb y aproximadamente 0,2 kb. Posteriormente, se llevd a cabo una
PCR usando los fragmentos amplificados anteriores, los cebadores OMKAR-F y OMKAR-R, y ADN polimerasa

AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 90
segundos, y se repitid este ciclo 30 veces. Se amplifico asi un fragmento de ADN diana de aproximadamente 2,0 kb
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y se clond el fragmento resultante en pCR2.1-TOPO. Basandose en la secuencia de nucleétidos del fragmento de
ADN insertado, se confirmé que el fragmento diana tenia el gen OmKar2. A partir de un plasmido que portaba el
fragmento de ADN con una secuencia de nucledtidos confirmada, se recuperd un fragmento de ADN que contenia
OmKar2 por medio de digestion con Sall y EcoT22l con la utilizacién del sitio de enzima de restriccion Sall
introducido en el cebador OMKAR-P vy el sitio de enzima de restriccion EcoT22I introducido en el cebador OMKAR-
R. Con el fin de expresar de manera constitutiva OmKar2 en O. minuta, se ligé OmKar2 a pOMexGP1U recuperado
por medio de digestion con Sall y EcoT22] dado a conocer en el documento WO 2003/091431. Se designo el
plasmido resultante como onaP09007.

(8) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen ScPDI1

PDI1 (YCL043C) de S. cerevisiae consiste en una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 121) compuesta por 522
residuos de aminoacido codificada por una secuencia de nucleétidos de 1569 pb (SEQ ID NO: 120). Se llevé a cabo
una PCR usando ADN gendmico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extraccion de ADN de levadura
Y-DER (PIERCE, 78870) como molde, el cebador ScPDI-sal-F (5-GGTCGACATGAAGTTTTCTGCTGGTG-3": SEQ
ID NO: 58), el cebador ScPDI-EcoT-R (5-GATGCATTTACAATTCATCGTGAATG-3 SEQ ID NO: 59), y ADN
polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C
durante 90 segundos, y se repitid6 este ciclo 30 veces. Se amplificd asi un fragmento de ADN diana de
aproximadamente 1,6 kb y se cloné el fragmento resultante en pCR2.1-TOPO. Basandose en la secuencia de
nucledtidos del fragmento de ADN insertado, se confirmé que el fragmento diana tenia el gen PDI1 de S. cerevisiae
(ScPDI1). A partir de un plasmido que portaba el fragmento de ADN con una secuencia de nucleétidos confirmada,
se recupero un fragmento de ADN que contenia ScPDI1 por medio de digestion con Sall y EcoT22I con la utilizaciéon
del sitio de enzima de restriccion Sall introducido en el cebador ScPDI-sal-F y el sitio de enzima de restriccion
EcoT22l introducido en el cebador ScPDI-EcoT-R. Con el fin de expresar de manera constitutiva ScPDI1 en O.
minuta, se ligé ScPDI1 a pOMexGP1U recuperado por medio de digestion con Sall y EcoT22| dado a conocer en el
documento WO 2003/091431. Se designé el plasmido resultante como onaP09307.

(9) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen de PDI humana

La PDI humana (hPDI, n.° de registro P07237) consiste en una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 141)
compuesta por 508 residuos de aminoacido codificada por una secuencia de nucleétidos de 1527 pb (SEQ ID NO:
140). El clon de ADNc de longitud completa humano, AK095938, carece de una secuencia de ADN de 20 pb (5-
GTACCTGCTGGTGGAGTTCT-3’) desde los residuos 126 a 145 de un coddn de iniciacion. Se restaurd una region
de 20 pb ausente por medio de PCR de extensidon por solapamiento usando AK095938 como molde.
Posteriormente, se llevdo a cabo una PCR usando el cebador SalmodifiedPDI-F (5
GGTCGACATGCTGCGCCGCGCTCTGC-3: SEQ ID NO: 60), el cebador EcoTmodifiedPDI-R (5
GATGCATTTACAGTTCATCTTTCACAG-3": SEQ ID NO: 61), y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-
024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 90 segundos, y se repitio este ciclo 30
veces. Se amplificé asi un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,5 kb y se clon6 el fragmento resultante
en pCR2.1-TOPO. Basandose en la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN insertado, se confirmé que el
fragmento diana tenia el gen de hPDI. A partir de un plasmido que portaba el fragmento de ADN con una secuencia
de nucledtidos confirmada, se recuperé un fragmento de ADN que contenia hPDI por medio de digestion con Sall y
EcoT22I con la utilizacion del sitio de enzima de restriccion Sall introducido en el cebador SalmodifiedPDI-F y el sitio
de enzima de restriccion EcoT22l introducido en el cebador EcoTmodifiedPDI-R. Con el fin de expresar de manera
constitutiva hPDI en O. minuta, se ligd hPDI a pOMexGP1U recuperado por medio de digestion con Sall y EcoT22I
dado a conocer en el documento WO 2003/091431. Se designé el plasmido resultante como onaP09207.

(10) Construccion de un vector de expresion constitutiva para gen de PDI humana con codones modificados

La PDI humana (hPDI, n.° de registro P07237) consiste en una secuencia de aminoacidos compuesta por 508
residuos de aminoacido codificada por una secuencia de nucledtidos de 1527 pb. Se sintetizd el gen de hPDI
teniendo en cuanta la preferencia de codones de O. minuta (Operon Biotechnologies). A partir de un plasmido que
portaba el fragmento de ADN con una secuencia de nucledtidos confirmada, se recuperd un fragmento de ADN
(SEQ ID NO: 142) que contenia hPDI sintetizada por medio de digestion con Sall y EcoT22I con la utilizacién del
sitio de enzima de restriccion Sall y el sitio de enzima de restriccion EcoT22l, que se habian introducido en el
momento de la sintesis. Con el fin de expresar de manera constitutiva la hPDI sintetizada en O. minuta, se ligé hPDI
sintetizada a pOMexGPIU recuperado por medio de digestion con Sall y EcoT22| dado a conocer en el documento
WO 2003/091431. Se designo el plasmido resultante como onaP09107.

[Ejemplo 4] Construccién de un vector de expresién para una combinacion de genes de chaperonas

(1) Construccion del vector pZ/GpGt para la introduccién de una segunda chaperona

Con el fin de coexpresar dos genes de chaperonas, se construyd un vector que comprendia el promotor de GAP y el
terminador de GAP y que portaba, como marcador de seleccion, un gen resistente a Zeocin de la siguiente manera.
Con el fin de sustituir el sitio de escisidon para la enzima de restriccion Hindlll ubicado en el sentido de 5 del
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promotor de GAP y el sitio de escision para la enzima de restriccion Kpnl ubicado en el sentido de 3’ del terminador
de GAP de pOMexGP1U con la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion Apal, GGGCCC, se llevd a
cabo una PCR usando el cebador GAPp-02Apa (5-GCAGGGCCCTACTGGTTCAAGG-3: SEQ ID NO: 62), el
cebador GAPt-02Apa (5-GCAGGGCCCGCTCGAATCGAC-3": SEQ ID NO: 63) y ADN polimerasa AccuPrime Pfx
(Invitrogen, 12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 120 segundos, y se
repitié este ciclo 30 veces. Se cloné el fragmento de ADN diana resultante de aproximadamente 2,1 kb en pCR2.1-
TOPO. Basandose en la secuencia de nucledtidos del fragmento de ADN insertado, se confirmé que el fragmento
diana comprendia la regién de promotor de GAP vy la region de terminador de GAP. Se introdujo el fragmento de
ADN con una secuencia de nucleétidos confirmada en el sitio Apal del vector pPOMexGPZ/SynCH-AA, sustituido con
la secuencia de reconocimiento de enzima de restriccion Apal por medio de la insercion del ligador pApa | (Takara
Bio, 4605P) en la secuencia de reconocimiento de enzima de restriccion Hindlll ubicada en el sentido de 5’ del
promotor de GAP y la secuencia de reconocimiento de enzima de restriccion Kpnl ubicada en el sentido de 3’ del
terminador de GAP de pOMexGPZ/SynCH. Por tanto, se construyé el vector pZ/GpGt que comprendia el promotor
de GAP y el terminador de GAP que puede seleccionarse con el uso de un gen resistente a Zeocin.

(2) Construccion de un vector de coexpresién y expresion constitutiva para el gen OmPDI1 y el gen OmERO1

Se recupero la region de OmERO1 del vector de expresion constitutiva de OmERO1, onaP03906, con la ayuda de
las enzimas de restriccion Sall y EcoT22l. Tras digerirse pZ/GpGt con las enzimas de restriccion Sall y EcoT22I, se
introdujo un fragmento de Sall-EcoT22] que contenia OmERO1 para construir pZ/GpGt/OmERO1. Posteriormente,
se digiri6 pZ/GpGt/OmERO1 con la enzima de restriccion Apal, y se recuperé un fragmento que comprendia el
promotor de GAP-OmERO1-terminador de GAP (es decir, el casete de expresion de OmERO1). Se introdujo el
casete de expresion de OmERO1 recuperado en el sitio de enzima de restriccién Apal del vector de expresion de
OmPDI1, onaP03606, se confirmd la direccion de insercion por medio de PCR y se selecciond un vector en el que
se habia introducido el casete de expresion de OmPDI1 y OmERO1 en una orientacién inversa uno con respecto a
otro alrededor del marcador URA3 del vector de expresion de OmPDI1, onaP03606. Se design6 el vector de
coexpresion resultante para OmPDI1 y OmERO1 como onaP09507 (figura 1).

(3) Construccion de un vector de coexpresiéon y expresion constitutiva para el gen OmPDI1 y el gen OmKar2

Se recuperd la region de OmKar2 del vector de expresion constitutiva de OmKar2, onaP09007, con la ayuda de las
enzimas de restriccion Sall y EcoT22l. Tras digerirse pZ/GpGt con las enzimas de restriccion Sall y EcoT22l, se
introdujo un fragmento de Sall-EcoT22| que contenia OmKar2 para construir pZ/GpGt/OmKar2. Posteriormente, se
digirio pZ/GpGt/OmKar2 con la enzima de restriccion Apal y se recuperd un fragmento que comprendia el promotor
de GAP-OmKar2-terminador de GAP (es decir, el casete de expresion de OmKar2). Se introdujo el casete de
expresion de OmKar2 recuperado en el sitio de enzima de restriccion Apal del vector de expresion de OmPDI1,
onaP03606, se confirmd la direccion de insercion por medio de PCR y se selecciond un vector en el que se habia
introducido el casete de expresion de OmPDI1 y OmKar2 en una orientacion inversa uno con respecto a otro
alrededor del marcador URA3 del vector de expresion de OmPDI1, onaP03606. Se designo el vector de coexpresion
resultante para OmPDI1 y OmKar2 como onaP09707 (figura 1).

(4) Construccion de un vector de coexpresién y expresion constitutiva para el gen OmPDI1 y el gen OmHSP104

Se recuperd la region de OmHSP104 del vector de expresion constitutiva de OmHSP 104, onaP07107, con la ayuda
de las enzimas de restriccion Sall y EcoT22l. Tras digerirse pZ/GpGt con las enzimas de restriccion Sall y EcoT22I,
se introdujo un fragmento de Sall-EcoT22] que contenia OmHSP104 para construir pZ/GpGt/OmHSP104.
Posteriormente, se digirio pZ/GpGt/OmHSP104 con la enzima de restriccion Apal y se recuperd un fragmento que
comprendia el promotor de GAP-OmHSP104-terminador de GAP (es decir, el casete de expresién de OmHSP104).
Se introdujo el casete de expresiéon de OmHSP 104 recuperado en el sitio de enzima de restriccion Apal del vector de
expresion de OmPDI1, onaP03606, se confirmd la direccion de insercién por medio de PCR y se selecciond un
vector en el que se habia introducido el casete de expresion de OmPDI1 y OmHSP104 en una orientacion inversa
uno con respecto a otro alrededor del marcador URA3 del vector de expresion de OmPDI1, onaP03606. Se designo
el vector de coexpresion resultante para OmPDI1 y OmHSP104 como onaP09607 (figura 1).

(5) Construccién de un vector de expresién constitutiva gue comprende dos copias de casetes de expresion del gen
OmPDI1

Se recupero la region de OmPDI1 del vector de expresion constitutiva de OmPDI1, onaP03606, con la ayuda de las
enzimas de restriccion Sall y EcoT22l. Tras digerirse pZ/GpGt con las enzimas de restriccion Sall y EcoT22l, se
introdujo un fragmento de Sall-EcoT22l que contenia OmPDI1 para construir pZ/GpGt/OmPDI1. Posteriormente, se
digirio pZ/GpGt/OmPDI1 con la enzima de restriccion Apal y se recuperd un fragmento que comprendia el promotor
de GAP-OmPDI1-terminador de GAP (es decir, el casete de expresion de OmPDI1). Se introdujo el casete de
expresion de OmPDI1 recuperado en el sitio de enzima de restriccion Apal del vector de expresion de OmPDI1,
onaP03606, se confirmd la direccion de insercion por medio de PCR y se selecciond un vector en el que se habia
introducido un casete de expresion de la primera copia, OmPDI1, y un casete de expresion de la segunda copia,
OmPDI1, en una orientacién inversa uno con respecto a otro alrededor del marcador URA3 del vector de expresion
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de OmPDI1, onaP03606. Se designo el vector de coexpresion resultante que comprendia dos copias de los casetes
de expresion de OmPDI1 como onaP09407 (figura 1).

(6) Construccion de un vector de coexpresion y expresion constitutiva para el gen de hPDI y el gen OmERO1

Se recupero la region de OmERO1 del vector de expresion constitutiva de OmERO1, onaP03906, con la ayuda de
las enzimas de restriccion Sall y EcoT22l. Tras digerirse pZ/GpGt con las enzimas de restriccion Sall y EcoT22I, se
introdujo un fragmento de Sall-EcoT22l que contenia OmERO1 para construir pZ/GpGt/OmERO1. Posteriormente,
se digiri6 pZ/GpGt/OmERO1 con la enzima de restriccion Apal y se recuperé un fragmento que comprendia el
promotor de GAP-OmMERO1-terminador de GAP (es decir, el casete de expresion de OmERO1). Se introdujo el
casete de expresiéon de OmERO1 recuperado en el sitio de enzima de restriccion Apal del vector de expresion
constitutiva para el gen de PDI humana con codones modificados, onaP09107, se confirmé la direccion de insercion
por medio de PCR y se selecciond un vector en el que se habia introducido el casete de expresion de OmERO1 y
HPDI humana con codones modificados en una orientacién inversa uno con respecto a otro alrededor del marcador
URA3 del vector constitutivo de PDI humana con codones modificados, onaP09107. Se design6 el vector de
coexpresion resultante para PDI humana con codones modificados y OmERO1 como onaP11107 (figura 2).

(7) Construccion de un vector de coexpresién y expresion constitutiva para los genes OmPDI1, OmERO1 y
OmKar22

Se construy6 un vector de coexpresion para tres genes de chaperonas de la siguiente manera.

(7-1) Construccion de un vector de expresion de gen foraneo (pOMexPGHYy) con un promotor y un terminador de
fosfoglicerina cinasa (PGK1) usando un gen resistente a higromicina B como marcador de seleccién

Se obtuvo el gen PGK1 que codifica para fosfoglicerina cinasa a partir de la cepa IFO10746 de Ogataea minuta y se
determind la secuencia de nucledtidos del mismo.

(i) Preparacién de sondas

Se sintetizaron cebadores degenerados de ADN que comprendian secuencias de nucleétidos correspondientes a las
secuencias de aminoacidos conservadas, es decir, RVDFNVPLD y EGKELPGVA, derivadas de Saccharomyces
cerevisiae (numero de registro GenBank: P00560) y Candida maltosa (numero de registro GenBank: P41757) de la
siguiente manera.

PPG5: 5-GN GTN GAY TTY AAY GTN CCN TTR GA-3’ (SEQ ID NO: 64)
PPG3: 5-GY NAC DCC NGG YAAYTC YTT DCC YTC-3’ (SEQ ID NO: 65)

El cebador PPG5 (SEQ ID NO: 64) corresponde a la secuencia de aminoacidos, RVDFNVPLD, y el cebador PPG3
(SEQ ID NO: 65) es una secuencia de una hebra complementaria de una secuencia de nucleétidos correspondiente
a la secuencia de aminoacidos, EGKELPGVA. Se usé ADN cromosémico de la cepa IFO10746 de O. minuta como
molde, se llevd a cabo una PCR usando los cebadores PPG5 y PPG3 a 94°C durante 30 segundos, 50°C durante 1
minuto y 72°C durante 1 minuto, y se repitio este ciclo 25 veces. Se recuperd un fragmento de ADN amplificado (de
aproximadamente 1,2 kb) y se cloné usando el kit de clonacion TOPO TA. Se aislé6 ADN plasmidico del clon
resultante y se determind la secuencia de nucledtidos. Por tanto, se selecciond un clon que tenia una secuencia de
nucledtidos que codifica para una secuencia de aminoacidos que tiene una alta homologia con la secuencia de
aminoacidos del gen PGK1 derivado de S. cerevisiae y C. maltosa en el fragmento de ADN con insercion de
plasmido. Se recuperd un fragmento con insercién de ADN de 1,2 kb tras escindir el plasmido con EcoRI, seguido
por electroforesis en gel de agarosa.

(ii) Preparacion y examen de biblioteca

Se escindi6 ADN cromosomico de la cepa IFO10746 de O. minuta con diversas enzimas de restriccion y se realizd
una electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Se transfirid el ADN separado a la membrana de nailon Hybond N+
(GE Healthcare Bio-Sciences). Se marco el fragmento de ADN obtenido anteriormente con el uso de AlkPhos
DIRECT (RPN3690, GE Healthcare Bio-Sciences), seguido por hibridacién de tipo Southern. Se llevé a cabo la
hibridaciéon segun una técnica convencional (Molecular cloning 2nd edn., ed. Sambrook, J., et al., Cold Spring Harbor
Laboratory U.S.A., 1989). Como resultado, se consideréd que el gen PGK1 estaba presente en un fragmento de
BamHI de aproximadamente 9,0 kb. Con el fin de clonar el fragmento de ADN, se prepar6 una biblioteca gendémica.
Se escindio ADN cromosomico de O. minuta con BamHI y se sometio a electroforesis en agarosa, y se recuperd un
fragmento de ADN de aproximadamente 9,0 kb del gel. Se ligé el fragmento de ADN recuperado a pUC118
escindido con BamHI y se transformé en la cepa DH5a de E. coli segun el método de Hanahan (Gene, 10, 63, 1980)
para preparar la biblioteca. Se examinaron aproximadamente 4.000 clones por medio de hibridaciéon de colonias
usando los fragmentos de ADN mencionados anteriormente como sondas. De entre los clones positivos obtenidos,
se seleccionaron los plasmidos pOMPGK1 que portaban los genes PGK1.
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(iii) Secuenciacién de nucledtidos

Se determind la secuencia de nucleétidos en la regién de BamHI en el plasmido pPOMPGK1 mediante el método de
paseo con cebador y se encontrd que la secuencia determinada tenia la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ
ID NO: 66. La secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 66 comprende un marco de lectura abierto que
comprende 1.254 pares de bases desde los nucledtidos 4.766 hasta 6.016. Se inspeccion6 la homologia entre la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 67 que se deduce basandose en el marco de lectura abierto y
fosfoglicerina cinasas derivadas de Saccharomyces cerevisiae y Candida maltosa. Como resultado, se encontré que
la primera homologia era del 74% y que la segunda homologia era del 81%.

(iv) Construccién de un casete de expresion de gen foraneo usando el promotor y el terminador del gen PGK1

Se prepard un casete de expresion que introduce un gen foraneo entre un fragmento que contenia el promotor del
gen PGK1 y un fragmento que contenia un terminador de O. minuta. Con el fin de introducir los sitios Spel, Bglll y
BamHI entre el promotor y el terminador del gen PGK1, se sintetizaron los siguientes cebadores.

OPGK-P-F: 5-AAGCTTGACAATGTAGGAGATCATAAACACATCGTGCGCGTC-3 (SEQ ID NO: 68)

OPGK-P-R: 5-GGATCCAGATCTCATATGACTAGTTGCTAGTTCTATGCGGCGTTAGTGTTTACACTACGACAGCT-
3' (SEQ ID NO: 69)

OPGK-T-F: 5-GGATCCGTGGGATTTGCGTGATCGTACGTAGTGGTTATTTT-3’ (SEQ ID NO: 70)
OPGK-T-R: 5-GGTACCGCAGTGAAAGGCGATGCCACCATGTGCAAGGAGTTC-3' (SEQ ID NO: 71)

Usando el pPOMPGK?1 anterior como molde, se llevd a cabo una PCR usando el cebador OPGK-P-F (SEQ ID NO:
68) y el cebador OPGK-P-R (SEQ ID NO: 69) a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 1
minuto, y se repitié este ciclo 20 veces. Ademas, se llevo a cabo una PCR usando el cebador OPGK-T-F (SEQ ID
NO: 70) y el cebador OPGK-T-R (SEQ ID NO: 71) a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 1 minuto y 72°C
durante 1 minuto, y se repitid este ciclo 20 veces. Se recuperaron fragmentos de ADN de 1,5 kb y 1,0 kb
amplificados y se clonaron usando el kit de clonacion TOPO TA. Se determinaron las secuencias de nucleétidos de
los fragmento de ADN de insercién para seleccionar clones que tenian las secuencias de nucleétidos correctas. Se
aislaron los fragmentos de ADN de insercion de 1,5 kb y 1,0 kb como el fragmento de Hindlll-BamHI y el fragmento
de BamHI-Kpnl, respectivamente.

Se introdujo el fragmento de BamHI-Kpnl de 1,0 kb mencionado anteriormente entre BamHI y Kpnl de pOMex5H
descrito en el documento WO 2003/091431. Después de esto, se introdujo el fragmento de Hindlll-BamHI de 1,5 kb
mencionado anteriormente entre Hindlll y BamHI del plasmido obtenido. Se designé el plasmido resultante como
pOMexPGHy. pOMexPGHy es un vector de expresion de gen foraneo que comprende los sitios Spel, Bglll y BamHI
en el casete de expresion del gen PGK1.

(7-2) Construcciéon de vector de coexpresion para OmPDI1 y OmERO1 por medio de la regulacién de la expresion
mediante el promotor de GAP y para OmKar2 por medio de la regulacién de la expresién mediante el promotor de
PGK

Se clonaron las regiones de promotor de PGK y de terminador de PGK por medio de PCR a partir del vector
pOMexPGNy preparado de la manera descrita anteriormente. Se sometié la region de promotor de PGK a PCR
usando el cebador OmPGKp-01Hd (5-GGAAGCTTGACAATGTAGGAGATCATAAACA-3: SEQ ID NO: 72) y el
cebador OmPGKp-02Sal (5-GGTCGACTGCTAGTTCTATGCGGC-3: SEQ ID NO: 73) y se someti6 la region de
terminador de PGK a PCR usando el cebador OmPGKt-01EcoT (5-GGATGCATGTGGGATTTGCGTGATCTAC-3":
SEQ ID NO: 74) y el cebador OmPGKt-02Kpn (5'-GGGTACCAGGGTCGATTTTCTTGGTCG-3: SEQ ID NO: 75) a
95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 90 segundos con el uso de ADN polimerasa
AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024), y se repitié este ciclo 30 veces. Se clonaron los fragmentos de ADN diana
resultantes de aproximadamente 1,5 kb y aproximadamente 0,5 kb en pCR2.1-TOPO. Basandose en la secuencia
de nucledtidos del fragmento de ADN insertado, se confirmé que los fragmentos diana comprendian las regiones de
promotor de PGK y de terminador de PGK.

Posteriormente se digirié el vector de expresion constitutiva para el gen OmKar2, onaP09007, con las enzimas de
restriccion EcoT22l y Kpnl y se ligé el fragmento resultante a la regiéon de terminador de PGK recuperada por medio
de digestion con las enzimas de restriccion EcoT22l y Kpnl. Ademas, se digirid el plasmido resultante con las
enzimas de restriccion Hindlll y Sall, y se ligo el fragmento resultante a la region de terminador de PGK recuperada
por medio de digestion con las enzimas de restriccion Hindlll y Sall. En el plasmido resultante, se sustituyeron el
promotor de GAP y el terminador de GAP por el promotor de PGK y el terminador de PGK, y se regul6 la expresion
de OmKar2 mediante el promotor de PGK. Por tanto, se designé6 como el vector pOU1/Kar2Ppt (figura 3). Se
proporciond extremos romos al sitio de enzima de restriccion Hindlll de pOU1/Kar2Ppt, se introdujo el sitio de
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escision para la enzima de restriccion Kpnl con el uso del ligador pKpnl (Takara Bio, 4668P), y se designd el vector
resultante como pOU1/Kar2-PptK.

Posteriormente, se digiri6 pOU1/Kar2-PptK con la enzima de restricciéon Kpnl, se recuperé un fragmento que
contenia el promotor de PGK-OmKar2-terminador de PGK (es decir, el casete de expresion de OmKar2) y se
introdujo el fragmento resultante en el sitio de enzima de restriccion Kpnl del vector de coexpresion para OmPDI1 y
OmERO1, onaP09507, para construir el vector de coexpresion para OmPDI1, OmERO1 y OmKar2, onaP11007
(figura 4).

[Ejemplo 5] Preparacién de una cepa de levadura con introduccién de chaperonas (O. minuta)

Se digirieron todos los vectores de expresion constitutiva para el gen de chaperonas construido en el ejemplo 4 con
la enzima de restriccion Notl y entonces se introdujo en la cepa YK5 de O. minuta (Aoch1Ayps1Aura3Aade1: una
cepa en la que se habia destruido el gen de proteasa YPS1 de Ogataea minuta) por medio de electroporacion. Se
llevd a cabo la electroporacién en las condiciones descritas en el documento WO 2003/091431. Tras la
electroporacion, se aplico el fragmento resultante sobre medio de agar Casamino-U que se habia esterilizado por
medio de inyeccién de vapor a presion (6,7 g/l de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos, 0,5 g/l de
casaminoacidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptéfano, 20 mg/l de adenina y 20 g/l de agar Bacto), seguido por
multiplicacion a 30°C durante aproximadamente de 2 a 3 dias. Se dej6 que el transformante crecido volviera a crecer
sobre medio de agar Casamino-U, un transformante en el que el gen de chaperonas, cuya expresion se regula
mediante el promotor de GAP, se seleccioné por medio de PCR de colonias. Se suspendié parte de la levadura que
se habia multiplicado sobre medio de agar Casamino-U en 10 pl de una disoluciéon de SDS al 0,25%, se afiadieron
90 pl de agua esterilizada y entonces se retiraron las células de levadura por medio de centrifugacion a 2.700 x g y
4°C durante 5 minutos. Se designo el sobrenadante obtenido como disolucion de ADN. Se designé una cepa que se
confirmo que se habia amplificado con el uso del cebador GAPpforS-F (5'-GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3: SEQ
ID NO: 76) disefiado en la secuencia de promotor de GAP y el cebador mostrado a continuaciéon, como cepa en la
que se habia introducido un vector de expresion constitutiva para el gen de chaperonas. Al construir un vector de
coexpresion para tres genes de chaperonas, se expres6 OmKar2 con el uso del promotor de PGK. Por tanto, se
confirmoé la introduccion del casete de expresion de promotor de PGK-Omkar2-terminador de PGK con el uso del
cebador PGKpforS-F (5-TAACGCCGCATAGAACTAGC-3": SEQ ID NO: 77) disefiado en la secuencia de promotor
de PGKy el cebador OMKAR-R (5'-GATGCATTCACAGCTCATCATGATCCCAG-3": SEQ ID NO: 51).

(p1) Un cebador usado para confirmar la introduccion de OmPDI1 y 2 copias de OmPDIA1
OMPDI1T22I: 5-GATGCATTTACAACTCGTCGTGAGCCAC-3’ (SEQ ID NO: 29)
(p2) Un cebador usado para confirmar la introduccion de OmMPD1

OMIC1379T22I: 5-GATGCATTCATAGCTCATCTTTTTC-3’ (SEQ ID NO: 35)

(p3) Un cebador usado para confirmar la introduccion de OmSCJ1

OMSCJ1T221: 5-GATGCATTCACAGCTCGTCGTGCAAC-3’ (SEQ ID NO: 37)

(p4) Un cebador usado para confirmar la introduccion de OmEUG1

OMEUG1T22I: 5-GATGCATTCACAGCTCATCCTTGGCTGG-3’ (SEQ ID NO: 39)
(p5) Un cebador usado para confirmar la introduccion de OmERO1

OMEROT22I: 5-GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3’ (SEQ ID NO: 45)

(p6) Un cebador usado para confirmar la introduccion de OmHSP104
OmHSP104EcoTR: 5-GATGCATTTAATCGAGATCAGGACTGC-3' (SEQ ID NO: 49)
(p7) Un cebador usado para confirmar la introduccion de OmKar2

OMKAR-R: 5-GATGCATTCACAGCTCATCATGATCCCAG-3' (SEQ ID NO: 51)

(p8) Un cebador usado para confirmar la introduccion de ScPDI1

ScPDI-EcoT-R: 5-GATGCATTTACAATTCATCGTGAATG-3’ (SEQ ID NO: 59)

(p9) Un cebador usado para confirmar la introduccion de hPDI
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EcoTmodifiedPDI-R: 5-GATGCATTTACAGTTCATCTTTCACAG-3’ (SEQ ID NO: 61)
(p10) Un cebador usado para confirmar la introduccion de hPDI sintetizada
ShPDI-ttaR: 5-GATGCATTTACAACTCGTCCTTAAC-3' (SEQ ID NO: 78)

(p11) Un cebador usado para confirmar la introduccion de OmPDI1+OmERO1

OMPDI1T22I: 5-GATGCATTTACAAGTGGTCGTGAGCCAG-3 (SEQ ID NO: 29) y OMEROT22l: 5-
GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3’ (SEQ ID NO: 45)

(p12) Un cebador usado para confirmar la introduccion de OmPDI1+OmKar2

OMPDI1T22l: 5-GATGCATTTACAACTCGTCGTGAGCCAC-3* (SEQ ID NO: 29) y OMKAR-R: 5-
GATGCATTCACAGCTCATCATGATCCCAG-3’ (SEQ ID NO: 51)

(p13) Un cebador usado para confirmar la introduccion de OmPDI1+OmHSP104

A
'

OMPDI1T22l: 5-GATGCATTTACAACTCGTCGTGAGCCAC-3' (SEQ ID NO: 29) y OmHSP104EcoTR:
GATGCATTTAATCGAGATCAGGACTGC-3’ (SEQ ID NO: 49)

(p14) Un cebador usado para confirmar la introduccion de hPDI sintetizada+OmERO1

ShPDI-ttaR:  5-GATGCATTTACAACTCGTCCTTAAC-3 (SEQ ID NO: 78) vy OMEROT22l: 5-
GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3 (SEQ ID NO: 45):

(p15) Un cebador usado para confirmar la introduccion de OmPDI1+OmERO1+OmKar2

OMPDI1T22l: 5-GATGCATTTACAACTCGTCGTGAGCCAC-3* (SEQ ID NO: 29), OMEROT22l: 5-
GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3’ (SEQ ID NO: 45) y OMKAR-R: 5-
GATGCATTCACAGCTCATCATGATCCGAG-3’ (SEQ ID NO:51).

Se amplificd un fragmento diana por medio de PCR usando TaKaRa LA Tag™ con tampon GC (Takara Bio,
RRO2AG) a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante de 60 a 180 segundos, y se
repitié este ciclo 30 veces. Se designaron los transformantes a continuacion, que se confirmé que se habian
amplificado, como cepas que expresan de manera constitutiva una chaperona.

(E1) La cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1, la cepa ona03306

(E2) La cepa que expresa de manera constitutiva OmMPD1, la cepa ona03406

(E3) La cepa que expresa de manera constitutiva OmSCJ1, la cepa ona03506

(E4) La cepa que expresa de manera constitutiva OmEUGH1, la cepa ona03706

(E5) La cepa que expresa de manera constitutiva OmERO1, la cepa ona03606

(EB) La cepa que expresa de manera constitutiva OmHSP104, la cepa ona13407

(E7) La cepa que expresa de manera constitutiva OmKar2, la cepa ona23007

(E8) La cepa que expresa de manera constitutiva ScPDI1, la cepa ona26907

(E9) La cepa que expresa de manera constitutiva hPDI, la cepa ona31107

(E10) La cepa que expresa de manera constitutiva HPDI sintética, la cepa ona30807

(E11) La cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1+OmERO1, la cepa ona27607

(E12) La cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1+OmKar2, la cepa ona30507

(E13) La cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1+OmHSP104, la cepa ona27707

(E14) La cepa que expresa de manera constitutiva 2 copias de OmPDI1, la cepa ona27207

(E15) La cepa que expresa de manera constitutiva hPDI sintética+tOmERO1, la cepa ona45007

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 537806 T3

(E16) La cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1+OmERO1+OmKar2, la cepa ona44607

[Ejemplo 6] Construccién de una cepa de levadura productora de anticuerpo (O. minuta)

Se introdujo el vector de expresion para el gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL (documento WO 2001/083560)
construido en el ejemplo 2 en la cepa de levadura (O. minuta) para preparar una cepa de levadura productora de
anticuerpo. Como cepa de levadura (O. minuta), se uso la cepa ona01206 preparada a partir de la cepa YK5 de O.
minuta de la siguiente manera.

Cuando la cepa YK5 de O. minuta no complementaba una mutacion de delecion de ura3, se redujo la capacidad de
crecimiento se deleciono el coddn de iniciacion del gen de ura3. Por consiguiente, con el fin de complementar una
mutacion de delecion de ura3, se llevé a cabo una recombinacion homadloga usando el fragmento de OmURAS para
complementar una mutacién de delecion de ura3. Tras transformar la cepa YK5 de O. minuta con el uso del
fragmento de OmURAS3 por medio de electroporacion, se aplico el transformante sobre medio de agar Casamino-U,
que se habia esterilizado por medio de inyeccion de vapor a presion, y se dejo que el transformante creciera a 30°C
durante aproximadamente de 2 a 3 dias. Se dejo que el transformante crecido volviera a crecer sobre medio de agar
Casamino-U, se suspendi6 parte de la levadura que habia crecido sobre medio de agar Casamino-U en 10 pl de una
disolucion de SDS al 0,25%, se afiadieron 90 pl de agua esterilizada y se retiraron las células de levadura por medio
de centrifugacion a 2.700 x g y 4°C durante 5 minutos. Se designoé el sobrenadante obtenido como disolucion de
ADN. Con el uso del cebador OmURAS3F (5-ATGTCCTCGACTAAGACATACGC-3: SEQ ID NO: 79) y el cebador
OmURAGSR (5'-TCATGCGACACGACTCAAATAAG-3: SEQ ID NO: 80), que se habian disefiado en el lado del codén
de iniciacion y en el lado del codén de terminacion del gen de ura3, respectivamente, se amplificé un fragmento
diana de aproximadamente 0,8 kb usando TaKaRa LA Tag™ con tampdén GC (Takara Bio, RRO2AG) (94°C durante
30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 60 segundos, y se repitié este ciclo 30 veces). Se designo
el transformante, que se confirmé que se habia amplificado, como la cepa ona01206 como cepa candidata de ura3.

Posteriormente, se introdujo el vector de expresion para el gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL (documento
WO 2001/083560) construido en el ejemplo 2 en la cepa ona01206 por medio de electroporacion. Como cadena
pesada de anticuerpo, se usé 1 ug de onaP02706 digerido con la enzima de restriccion Sse8387]. Como cadena
ligera de anticuerpo, se usé 1 ug de onaP03106 digerido con la enzima de restriccion Nofl. Tras la electroporacion,
se aplico el transformante sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le habia afiadido Zeocin™ (Invitrogen,
R250-01) a una concentracion de 100 pg/ml (6,7 g/l de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos, 0,5 g/l de
casaminoacidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptéfano y 20 g/l de agar Bacto), y se dejo que el transformante
creciera a 30°C durante aproximadamente de 2 a 3 dias. Se dejé que el transformante crecido volviera a crecer
sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le habia afiadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentracion
de 100 ug/ml, y se designo el transformante resultante como cepa productora de secrecion de anticuerpo. Se cultivd
la cepa productora de anticuerpo de la siguiente manera. Con el uso de medio 2x YP-P6-GG (se preparo el medio
disolviendo 20 g de extracto de levadura Difco y 40 g de peptona Bacto en 900 ml de agua pura, esterilizando la
disolucién por medio de inyeccion de vapor a presion y afiadiendo 100 ml de tampdn fosfato 10x (pH 6,0) (KH2PO4
1M, (NH;)2SO4 0,15 M, KOH 0,375 N) esterilizado por separado, 10 ml de una disolucién de glucosa al 50%
esterilizada por separado y 25 ml de glicerina al 80% esterilizada por separado), se introdujeron de 800 ul a 1000 pl
de medio 2x YP-P6-GG en una placa de 96 pocillos profundos (Greiner, 780271), se sembraron las cepas con el uso
de un palillo de dientes y se sell6 la parte superior de la placa con selladores de placa permeables al CO, (Greiner,
676051). Se llevo a cabo el cultivo a una velocidad de agitacion de 310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30°C durante
3 6 4 dias. Se retiraron las células de levadura de la disolucion de cultivo por medio de centrifugacion a 2.700 x g y
4°C durante 5 minutos para preparar un sobrenadante de cultivo, y se designé el sobrenadante resultante como
muestra de anticuerpo de secrecion.

Se sometieron los anticuerpos secretados y producidos a ensayo cuantitativo por medio de ELISA tipo sandwich. Se
adsorbieron proteinas de receptor de TRAIL que eran antigenos de los anticuerpos anti-receptor de TRAIL en una
placa de 96 pocillos, se afiadid una muestra de anticuerpo de secrecion y se llevé a cabo la deteccion usando un
anticuerpo anti-Fc especifico de IgG humana marcado con peroxidasa (anticuerpo frente a IgG humana (Fc)
purificado por afinidad marcado con peroxidasa (KPL, 04-10-20)) y el sustrato ABTS peroxidasa (KPL, 50-66-01). La
cepa de levadura productora de anticuerpo seleccionada, ona02306, presentaba la capacidad para secretar y
producir un anticuerpo a aproximadamente 0,8 mg/I (figura 5).

[Ejemplo 7] Efectos de la inhibicion de la adicién de cadena de O-azucar de levadura productora de anticuerpo
provocada por la adiciéon de un inhibidor de proteina manosil transferasa (PMT) sobre la producciéon de anticuerpo

Se cultivo la levadura productora de anticuerpo obtenida en el ejemplo 6 en condiciones en las que se inhibia la
formacién de cadena de O-azucar por medio de la adicion de inhibidores de PMT (inhibidores de PMT, derivado de
acido rodanin-3-acético: acido 5-[[3,4-(1-fenilmetoxi)fenillmetilen]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinacético (se afiadio al
medio el compuesto 1c descrito en Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, vol. 14, pag. 3975, 2004). Con el uso
de medio 2x YP-P6-GG [(se prepar6 el medio disolviendo 20 g de extracto de levadura Difco y 40 g de peptona
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Bacto en 900 ml de agua pura, esterilizando la disolucién por medio de inyecciéon de vapor a presion y afiadiendo
100 ml de tampodn fosfato 10x (pH 6,0) (KH2PO4 1 M, (NH4)2SO4 0,15 M, KOH 0,375 N) esterilizado por separado,
10 ml de una disolucion de glucosa al 50% esterilizada por separado y 25 ml de glicerina al 80% esterilizada por
separado), se introdujeron 800 ul de medio 2x YP-P6-GG en una placa de 96 pocillos profundos (Greiner, 780271),
se sembraron las cepas con el uso de un palillo de dientes y se sell6 la parte superior de la placa con selladores de
placa permeables al CO, (Greiner, 676051). Se llevd a cabo el cultivo control a una velocidad de agitacion de
310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30°C durante 2 dias, se afiadieron 100 ul de medio 2x YP-P6-GG y se afadieron
adicionalmente 100 pl de medio 2x YP-P6-GG el dia 3. En el caso de cultivo que implicaba la adicion simple de un
derivado de acido rodanin-3-acético 1c, se llevd a cabo el cultivo a una velocidad de agitacion de 310 rpm, una
amplitud de 50 mm, a 30°C durante 2 dias, se afadieron 100 pl de medio 2x YP-P6-GG y se afadieron
adicionalmente 100 pl de medio 2x YP-P6-GG que contenia 20 uM de 1c el dia 3. En el caso de cultivo que
implicaba la adiciéon de un derivado de acido rodamin-3-acético 1c dos veces, se llevd a cabo el cultivo a una
velocidad de agitacion de 310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30°C durante 2 dias, se afiadieron 100 pl de medio 2x
YP-P6-GG que contenia 20 uM de 1c y se afiadieron adicionalmente 100 ul de medio 2x YP-P6-GG que contenia
20 uM de 1c el dia 3.

Se confirmaron la secrecion y produccion de un anticuerpo por medio de ELISA tipo sandwich o inmunotransferencia
de tipo Western. Se retiraron las células de levadura del producto de cultivo por medio de centrifugacion a 2.700 x g
y 4°C durante 5 minutos, y se designo el sobrenadante de cultivo resultante como muestra de anticuerpo secretado.
Se sometieron los anticuerpos secretados y producidos a ensayo cuantitativo por medio de ELISA tipo sandwich. Se
adsorbieron proteinas de receptor de TRAIL que eran antigenos de los anticuerpos anti-receptor de TRAIL en una
placa de 96 pocillos, se afiadid la muestra de anticuerpo secretado y se llevd a cabo la deteccién usando un
anticuerpo anti-Fc especifico de IgG humana marcado con peroxidasa (anticuerpo frente a IgG humana (Fc)
purificado por afinidad marcado con peroxidasa (KPL, 04-14-20)) y el sustrato ABTS peroxidasa (KPL, 50-66-01).

Se llevo a cabo una inmunotransferencia de tipo Western tal como sigue. Tras someter la proteina a SDS-PAGE en
condiciones reductoras y no reductoras, se transfirio la proteina separada a una membrana de PVDF y se detectaron
la cadena pesada y la cadena ligera de anticuerpo usando anticuerpo anti-lgG humana (especifico de cadena v)
(Sigma, 1-3382) y anticuerpo de cabra anti-kappa b&f humana purificado por afinidad (Bethyl, A-80-115A) como
anticuerpos primarios. Se us6 anticuerpo anti-lgG de cabra purificado por afinidad conjugado con peroxidasa (H&L)
(conejo) (Rockland, n.° 605-4313) como anticuerpo secundario. Se llevé a cabo la deteccion usando el kit de
deteccion de inmunotransferencia de tipo Western ECL Advance (GE, RPN2135).

Tal como se muestra en la figura 5, una muestra control (la cepa ona02306) presentaba una cantidad de secrecion y
produccion de un anticuerpo a 0,8 mg/l. Con una adicién sencilla de inhibidores de PMT, se aumento la cantidad de
produccion de anticuerpo hasta aproximadamente 1,7 mg/l y se aumento hasta aproximadamente 1,9 mg/l; es decir,
de aproximadamente 2,1 a aproximadamente 2,4 veces mas, por medio de la adicién de inhibidores de PMT dos
veces. Es decir, se aumenté la cantidad de produccion de anticuerpo en de aproximadamente 2,1 a
aproximadamente 2,4 veces por medio de la adicién de inhibidores de PMT (figura 5). Ademas, el analisis de
inmunotransferencia de tipo Western demostré que, en cultivo control, se detectaba una cadena pesada de
anticuerpo de alto peso molecular con una menor movilidad que la cadena pesada de anticuerpo por medio de
electroforesis en condiciones reductoras mediante un anticuerpo especifico de cadena pesada de anticuerpo,
aunque la cadena pesada de anticuerpo de alto peso molecular disminuyd por medio de la adicion de inhibidores de
PMT al cultivo (figura 6: SDS-PAGE/WB en condiciones reductoras, se detectaron simultaneamente Hc de
anticuerpo y Lc de anticuerpo). Por consiguiente, cuando debia cultivarse la levadura transformada con el uso de
una placa de 96 pocillos profundos (Greiner, 780271) con la adiciéon de inhibidores de PMT, se llevé a cabo el cultivo
a 30°C durante 2 dias, y se llevo a cabo adicionalmente el cultivo afiadiendo 100 pl de medio 2x YP-P6-GG que
contenia 20 um de 1c y entonces 100 pl de medio 2x YP-P6-GG que contenia 20 um de 1c 3 dias mas tarde.

[Ejemplo 8] Construccién de una cepa de levadura productora de anticuerpo (O. minuta) que expresa de manera
constitutiva una chaperona.

Se introdujo el vector de expresion para el gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL (documento WO 2001/083560)
construido en el ejemplo 2 en cada una de las cepas que expresan de manera constitutiva una chaperona sola
cultivadas en el ejemplo 5 por medio de electroporacion. Como cadena pesada de anticuerpo, se usé 1 ug de
onaP02706 digerido con la enzima de restriccion Sse83871. Como cadena ligera de anticuerpo, se us6 1 pg de
onaP03106 digerido con la enzima de restriccion Notl. Tras la electroporacion, se aplicé el transformante sobre
medio de agar Casamino-U-A al que se le habia afiadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentracion de
100 pg/ml (6,7 g/l de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos, 0,5 g/l de casaminoacidos, 20 g/l de glucosa,
20 mg/l de L-triptéfano y 20 g/l de agar Bacto), y se dejé que el transformante creciera a 30°C durante
aproximadamente de 2 a 3 dias. Se dejoé que el transformante crecido volviera a crecer sobre medio de agar
Casamino-U-A al que se le habia afiadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentracion de 100 pg/ml y se
examind una cepa que secreta y produce un anticuerpo. Se selecciond la cepa ona08906 como la cepa que expresa
de manera constitutiva OmSCJ1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccion6 la cepa
ona09206 como la cepa que expresa de manera constitutiva OmEUG1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido
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en la misma, se selecciond la cepa ona09406 como la cepa que expresa de manera constitutiva OmERO1 y que
tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se selecciond la cepa ona26407 como la cepa que expresa de
manera constitutiva OmKar2 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se selecciond la cepa
ona09506 como la cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido
en la misma, y se selecciond la cepa ona15807 como la cepa que expresa de manera constitutiva OmHSP104 y que
tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma.

[Ejemplo 9] Efectos de una chaperona sobre la produccién secretora de anticuerpo

Con el uso de la cepa que expresa de manera constitutiva una chaperona y que tiene el gen de anticuerpo
introducido en la misma obtenida en el ejemplo 8, se examinaron los efectos de la introducciéon de chaperona sobre
la produccién secretora de anticuerpo. Ademas, se examinaron los efectos de potenciaciéon de la produccién
secretora de anticuerpo provocados por la adicién de inhibidores de PMT que se encontraron en el ejemplo 7. Tal
como se muestra en la figura 7, una cepa control (es decir, la cepa ona02306) presentaba una cantidad de
produccion secretora de anticuerpo de aproximadamente 0,8 mg/l, la cepa que expresa de manera constitutiva
OmSCJ1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona08906) presentaba una de
aproximadamente 2,6 mg/l, la cepa que expresa de manera constitutiva OmEUG1 y que tiene el gen de anticuerpo
introducido en la misma (es decir, la cepa ona09206) presentaba una de 1,4 mg/l, la cepa que expresa de manera
constitutiva OmERO1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona09406)
presentaba una de 2,4 mgl/l, la cepa que expresa de manera constitutiva OmKar2 y que tiene el gen de anticuerpo
introducido en la misma (es decir, la cepa ona26407) presentaba una de 3,6 mg/l, la cepa que expresa de manera
constitutiva OmMPD1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona09506)
presentaba una de 1,3 mg/l, la cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1 y que tiene el gen de anticuerpo
introducido en la misma (es decir, la cepa 0na09806) presentaba una de 4,2 mg/l, y la cepa que expresa de manera
constitutiva OmHSP104 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona15807)
presentaba una de 1,8 mg/l. Potenciando la expresion de chaperona, se mejor6é la capacidad de produccion
secretora de anticuerpo en aproximadamente de 2 a 5 veces. Ademas, se encontré que la adicion de inhibidores de
PMT al cultivo mejoraba la cantidad de produccion secretora de anticuerpo de todas las cepas producidas, tal como
se muestra en la figura 7. En el caso de la cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1 y que tiene el gen de
anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona09806), en particular, se encontré que la cantidad de
produccion secretora de anticuerpo mejoraba en aproximadamente 15 veces mas que la obtenida por medio de
cultivo control de la cepa en la que se habia introducido el gen de anticuerpo (es decir, la cepa ona02306) construida
en el ejemplo 6. Tal como se muestra en la figura 8, se confirmd claramente por medio de analisis de
inmunotransferencia de tipo Western tras electroforesis en condiciones no reductoras que se secretaba y producia
un anticuerpo de longitud completa (H2L2).

[Ejemplo 10] Efectos de la combinacion de chaperonas

Se introdujo el vector de expresion para el gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL (documento WO 2001/083560)
construido en el ejemplo 2 en la cepa que expresa de manera constitutiva dos tipos de chaperonas cultivadas en el
ejemplo 5 por medio de electroporacion. Como cadena pesada de anticuerpo, se us6 1 pug de onaP02706 digerido
con la enzima de restriccion Sse83871. Como cadena ligera de anticuerpo, se us6 1 pg de onaP03106 digerido con
la enzima de restriccion Notl. Tras la electroporacion, se aplicé el transformante sobre medio de agar Casamino-U-A
al que se le habia afiadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentracion de 100 ug/ml (6,7 g/l de base
nitrogenada de levadura sin aminoacidos, 0,5 g/l de casaminoacidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptéfano y
20 g/l de agar Bacto) y se dejo que el transformante creciera a 30°C durante aproximadamente de 2 a 3 dias. Se
dejo que el transformante crecido volviera a crecer sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le habia afiadido
Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentracion de 100 ug/ml y se examind una cepa que secreta y produce un
anticuerpo. Se selecciond la cepa ona32507 como la cepa que porta dos unidades de expresion de OmPDI1 y que
expresa de manera constitutiva OmPDI1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa
2xOmPDI1), se seleccion6 la cepa o0na33407 como la cepa que expresa de manera constitutiva
OmPDI1/OmHSP104 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccioné la cepa ona40007
como la cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1/OmKar2 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en
la misma, y se seleccioné la cepa ona33107 como la cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1/OmERO1 y
que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma.

Tal como se muestra en la figura 9, una cepa control en la que se habia introducido el gen de anticuerpo (es decir, la
cepa ona02306) presentaba una cantidad de produccion secretora de anticuerpo de aproximadamente 0,8 mg/l y
aproximadamente 1,9 mg/l cuando se anadian inhibidores de PMT, la cepa que expresa de manera constitutiva
OmHSP104 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona15807) presentaba una
de aproximadamente 1,8 mg/l y aproximadamente 4,6 mg/l cuando se afadian inhibidores de PMT, la cepa que
expresa de manera constitutiva OmKar2 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa
ona26407) presentaba una de aproximadamente 3,6 mg/l y aproximadamente 8,9 mg/l cuando se afadian
inhibidores de PMT, la cepa que expresa de manera constitutiva OmERO1 y que tiene el gen de anticuerpo
introducido en la misma (es decir, la cepa ona09406) presentaba una de aproximadamente 2,4 mg/l y
aproximadamente 7,6 mg/l cuando se anadian inhibidores de PMT, y la cepa que expresa de manera constitutiva
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OmPDI1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona09806) presentaba una de
aproximadamente 4,2 mg/l y aproximadamente 12,2 mg/l cuando se afiadian inhibidores de PMT. Por el contrario, la
cepa que expresa de manera constitutiva 2xOmPDI1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es
decir, la cepa ona32507) presentaba una cantidad de produccion secretora de anticuerpo de aproximadamente
6,8 mg/l y aproximadamente 15,8 mg/l cuando se afadian inhibidores de PMT, la cepa que expresa de manera
constitutiva OmPDI1/OmHSP104 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa
ona33407) presenta una de aproximadamente 4,8 mg/l y aproximadamente 13,6 mg/I cuando se afiadian inhibidores
de PMT, la cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1/OmKar2 y que tiene el gen de anticuerpo introducido
en la misma (es decir, la cepa ona40007) presentaba una de aproximadamente 9,5 mg/l y aproximadamente
18,2 mg/l cuando se afiadian inhibidores de PMT, y la cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1/OmERO1
y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona33107) presentaba una de
aproximadamente 17,7 mg/l y aproximadamente 26,2 mg/l cuando se afiadian inhibidores de PMT. Se mejord
adicionalmente la capacidad para la produccidon secretora de anticuerpo que se habia mejorado en
aproximadamente de 2 a 5 veces potenciando la expresion de una chaperona sola, cuando se potencié la expresion
de chaperonas en combinacion. Cuando se potenciaron la expresion de OmPDI1 y la de OmERO1, en particular, se
mejoré la capacidad de produccion secretora de anticuerpo en aproximadamente 22 veces y se mejord en
aproximadamente 33 veces con la adicion de inhibidores de PMT al cultivo.

Tal como se muestra en la figura 10, se confirmé por medio de analisis de inmunotransferencia de tipo Western tras
electroforesis en condiciones no reductoras que la cantidad de un anticuerpo de longitud completa (H2L2) secretado,
que se dedujo que se habia plegado correctamente, aparentemente habia aumentado.

[Ejemplo 11] Efectos de la expresion constitutiva de proteina disulfuro isomerasa (PDI) heteréloga sobre la
produccién secretora de anticuerpo

Se introdujo el vector de expresion para el gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL (documento WO 2001/083560)
construido en el ejemplo 2 en la cepa que expresa de manera constitutiva PDI heterdloga cultivada sola en el
ejemplo 5 por medio de electroporacion. Como cadena pesada de anticuerpo, se us6 1 ug de onaP02706 digerido
con la enzima de restriccion Sse83871. Como cadena ligera de anticuerpo, se us6 1 pg de onaP03106 digerido con
la enzima de restriccion Notl. Tras la electroporacion, se aplicé el transformante sobre medio de agar Casamino-U-A
al que se le habia afiadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentracion de 100 ug/ml (6,7 g/l de base
nitrogenada de levadura sin aminoacidos, 0,5 g/l de casaminoacidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptéfano y
20 g/l de agar Bacto), y se dejo que el transformante creciera a 30°C durante aproximadamente de 2 a 3 dias. Se
dejo que el transformante crecido volviera a crecer sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le habia afiadido
Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentracion de 100 pg/ml, y se examind una cepa que secreta y produce un
anticuerpo. Se seleccion6 la cepa ona32207 como la cepa que expresa de manera constitutiva ScPDI1 de
Saccharomyces cerevisiae y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccion6 la cepa
ona38907 como la cepa que expresa de manera constitutiva PDlI humana y que tiene el gen de anticuerpo
introducido en la misma, y se seleccioné la cepa ona39307 como la cepa que expresa de manera constitutiva PDI
humana sintética (es decir, PDI humana con la utilizacién de codones optimizada segun la de O. minuta) y que tiene
el gen de anticuerpo introducido en la misma.

Tal como se muestra en la figura 11, una cepa control en la que se habia introducido el gen de anticuerpo (es decir,
la cepa 0na02306) presentaba una cantidad de produccion secretora de anticuerpo de aproximadamente 0,8 mg/l y
aproximadamente 1,9 mg/l cuando se anadian inhibidores de PMT, la cepa que expresa de manera constitutiva
OmPDI1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona09806) presentaba una de
aproximadamente 4,2 mg/l y 12,2 mg/l cuando se afadian inhibidores de PMT, la cepa que expresa de manera
constitutiva 2xOmPDI1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona32507)
presentaba una de aproximadamente 6,8 mg/l y aproximadamente 15,8 mg/l cuando se afiadian inhibidores de PMT,
la cepa que expresa de manera constitutiva ScPDI1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es
decir, la cepa ona32207) presentaba una de aproximadamente 3,7 mg/l y aproximadamente 11,3 mg/l cuando se
afadian inhibidores de PMT, la cepa que expresa de manera constitutiva hPDI y que tiene el gen de anticuerpo
introducido en la misma (es decir, la cepa ona38907) presentaba una de aproximadamente 4,0 mg/l y
aproximadamente 10,4 mg/l cuando se afadian inhibidores de PMT, y la cepa que expresa de manera constitutiva
hPDI sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona39307) presentaba una
de aproximadamente 9,5 mg/l y aproximadamente 20,1 mg/l cuando se afiadian inhibidores de PMT. Cuando se
potencioé la expresion de un homaélogo funcional, es decir, PDI heterdloga, ademas de la expresion constitutiva de
PDI1 de O. minuta, se encontré también que mejoraba la capacidad de produccion secretora de anticuerpo. En el
caso de hPDI sintetizada teniendo en cuenta la frecuencia de uso de codones de O. minuta, en particular, la adicién
de inhibidores de PMT al cultivo dio como resultado una mejora en la capacidad para la produccién secretora de
anticuerpo de hasta aproximadamente 25 veces mayor que la del control y aproximadamente 1,6 veces mayor que
la obtenida tras la introduccion de OMPDI1 y la adicion de inhibidores de PMT al cultivo.

[Ejemplo 12] Efectos de la combinacion de chaperonas

Se introdujo el vector de expresion para el gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL (documento WO 2001/083560)
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construido en el ejemplo 2 en cada una de la cepa que expresa de manera constitutiva PDI humana sintética y
OmERO1 y la cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1, OmERO1 y OmKar22 cultivadas en el ejemplo 5
por medio de electroporacion. Como cadena pesada de anticuerpo, se usé 1 pug de onaP02706 digerido con la
enzima de restriccion Sse8387]. Como cadena ligera de anticuerpo, se usé 1 ug de onaP03106 digerido con la
enzima de restriccion Notl. Tras la electroporacion, se aplico el transformante sobre medio de agar Casamino-U-A al
que se le habia afiadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentracién de 100 ug/ml (6,7 g/l de base
nitrogenada de levadura sin aminoacidos, 0,5 g/l de casaminoacidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptéfano y
20 g/l de agar Bacto), y se dejo que el transformante creciera a 30°C durante aproximadamente de 2 a 3 dias. Se
dejo que el transformante crecido volviera a crecer sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le habia afiadido
Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentracion de 100 pg/ml, y se examind una cepa que secreta y produce un
anticuerpo. Se selecciond la cepa ona49707 como cepa en la que se habia introducido el gen de un anticuerpo que
expresa de manera constitutiva PDI humana sintéticalOmERO1, y se selecciond la cepa ona48707 como la cepa en
la que se habia introducido el gen de un anticuerpo que expresa de manera constitutiva OmPDI1, OmERO1 y
OmKar2.

Tal como se muestra en la figura 12, una cepa control en la que se habia introducido el gen de anticuerpo (es decir,
la cepa ona02306) presentaba una cantidad de produccién secretora de anticuerpo de aproximadamente 0,65 mg/l y
aproximadamente 2,2 mg/l cuando se afiadian inhibidores de PMT, la cepa que expresa de manera constitutiva PDI
humana sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona39307) presentaba
una de aproximadamente 5,1 mg/l y aproximadamente 12,3 mg/l cuando se afadian inhibidores de PMT, y la cepa
que expresa de manera constitutiva OmPDI1/OmERO1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es
decir, la cepa ona33107) presentaba una de aproximadamente 9,2 mg/l y aproximadamente 18,9 mg/l cuando se
afiadian inhibidores de PMT. Por el contrario, la cepa que expresa de manera constitutiva PDI humana
sintética/OmERO1 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona49707) presentaba
una cantidad de produccién secretora de anticuerpo de aproximadamente 10,8 mg/l y aproximadamente 23,4 mg/I|
cuando se afiadian inhibidores de PMT, y la cepa que expresa de manera constitutiva OmPDI1/OmERO1/OmKar2 y
que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona48707) presentaba una de
aproximadamente 16,2 mg/l y aproximadamente 29,8 mg/l cuando se afadian inhibidores de PMT. Cuando se
potencioé la expresion de PDI heterdloga, es decir, PDI humana sintética y OmERO1, se aumentd la capacidad de
produccion secretora de anticuerpo en al menos el 20%, en comparacion con el caso en el que se potencio la
expresion de OmPDI1 y OmERO1. Es decir, la capacidad de produccion secretora de anticuerpo era
aproximadamente 36 veces mayor que la del control. Cuando se potencié la expresion de OmPDI1, OmERO1 y
OmKar2 en combinacion, se mejord adicionalmente la capacidad de produccion secretora de anticuerpo, que era
aproximadamente 45,8 veces mayor que la del control.

[Ejemplo 13] Construccién de un vector de expresién para un gen de anticuerpo

Con el fin de expresar una sefial secretora de Kar2 (YTLO34W) derivada de S. cerevisiae (denominada a
continuacion en el presente documento “sefial ScKar2”) y las cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo anti-receptor
de TRAIL como proteina de fusion, se ligo el gen de sefial ScKar2 al gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL
(documento WO 2001/083560) por medio de PCR de extensidon por solapamiento usando los cebadores
oligonucleotidicos a continuacion.

Para la cadena pesada de sefial ScKar2-anticuerpo anti-receptor de TRAIL

BipXba-F: 5-GTCTAGATGTTTTTCAACAGACTAAG-3 (SEQ ID NO: 81)

BipTraH-R: 5-GACTCCACCAGCTGTACTTCAGTTCCGTAGTTTTCTACATC-3 (SEQ ID NO: 82)

BipTraH-F: 5-GATGTAGAAAACTACGGAACTGAAGTACAGCTGGTGGAGTC-3 (SEQ ID NO: 83)

HO04: 5-GGTCGACTCATTTACCCGGGGACAG-3’ (SEQ ID NO: 84)

Para la cadena ligera de sefial ScKar2-anticuerpo anti-receptor de TRAIL

BipXba-F: 5-GTCTAGATGTTTTTCAACAGACTAAG-3 (SEQ ID NO: 85)

BipTraL-R: 5-GATTGGGTCATCTGAATGTCAGTTCCGTAGTTTTCTACATC-3’ (SEQ ID NO: 86)

BipTraL-F: 5-GATGTAGAAAACTACGGAACTGACATTCAGATGACCCAATC-3’ (SEQ ID NO: 87)

L04: 5-GGTCGACCTAACACTCTCCCCTGT-3’ (SEQ ID NO: 88)

Se amplificé la region del gen de sefial ScKar2 usando ADN gendmico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo
de extraccion de ADN de levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevé a cabo una PCR a 95°C durante 10

segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos usando el cebador BipXba-F y el cebador
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BipTraH-R para la cadena pesada, y se repitid este ciclo 30 veces. Ademas, se llevd a cabo una PCR a 95°C
durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos usando el cebador BipXba-F y el
cebador BipTraL-R y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024) para la cadena ligera, y se repitio este
ciclo 30 veces. Se recuperaron fragmentos de ADN diana amplificados de aproximadamente 0,15 kb.

Se amplificé la regidon de gen de anticuerpo usando el ADNc de anticuerpo anti-receptor de TRAIL (documento WO
2001/083560) como molde. Se llevé a cabo una PCR a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y
68°C durante 90 segundos usando el cebador BipTraH-F y el cebador H04 para la cadena pesada. Ademas, se llevo
a cabo una PCR a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 90 segundos usando el
cebador BipTraL-F y el cebador L04 para la cadena ligera y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024),
y se repitio este ciclo 30 veces. Se recuperaron un fragmento de ADN diana amplificado de una regiéon de cadena
pesada de aproximadamente 1,35 kb y uno de una region de cadena ligera de aproximadamente 0,65 kb.

Posteriormente, se llevé a cabo una PCR a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante
90 segundos usando la region de sefial ScKar2 para la cadena pesada y la region de cadena pesada de
aproximadamente 1,35 kb como moldes, el cebador BipXba-F y el cebador HO4, y ADN polimerasa AccuPrime Pfx
(Invitrogen, 12344-024), y se repitio este ciclo 30 veces. Se recuperd un fragmento de ADN diana amplificado de
aproximadamente 1,5 kb. Ademas, se llevd a cabo una PCR a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30
segundos y 68°C durante 60 segundos usando la regidon de sefial ScKar2 para la cadena ligera y la region de
cadena ligera de aproximadamente 0,65 kb como moldes y el cebador BipXba-F y el cebador L04, y se repitio este
ciclo 30 veces. Se recuperd un fragmento de ADN diana amplificado de aproximadamente 0,8 kb. Se clonaron los
fragmentos de ADN recuperados en pCR2.1-TOPO. Basandose en la secuencia de nucleétidos del fragmento de
ADN insertado, se confirmé que los fragmentos diana comprendian cada uno el gen en el que se habia fusionado la
sefial ScKar-cadena pesada de anticuerpo en marco con la sefial ScKar2-cadena ligera de anticuerpo. Se usaron el
sitio de enzima de restricciéon Xbal introducido en el cebador BipXba-F y el sitio de enzima de restriccion Sall
introducido en los cebadores H04 y L04 para recuperar un fragmento de ADN que codifica para la sefial ScKar2-
cadena pesada de anticuerpo y la sefial ScKar2-cadena ligera de anticuerpo por medio de digestion con Xhal y Sall.

Con el fin de expresar la cadena pesada de anticuerpo y la cadena ligera de anticuerpo en S. cerevisiae, se ligé un
fragmento de ADN que codifica para la sefial ScKar2-cadena pesada de anticuerpo y la sefial ScKar2-cadena ligera
de anticuerpo recuperado por medio de digestion con Xbal y Sall, al sitio Xbal-Sall en el casete de promotor-
terminador del gen de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de
E. colillevadura YEp352 (Yeast 2, pags. 163-167, 1986). Se designaron los plasmidos resultantes como plasmidos
YEp352GAP-II-ScKarHc e YEp352GAP-II-ScKarlc.

Posteriormente, se recuperd un fragmento de gen que codifica para BamHI-promotor de GAP-sefal ScKar2-cadena
ligera de anticuerpo-terminador de GAP-BamHI a partir de YEp352GAP-II-ScKarLc usando los sitios de enzima de
restriccion BamHI| ubicados en ambos extremos del casete de promotor-terminador de GAP. Posteriormente, se
digiri6  YEp352GAP-II-ScKarHc con la enzima de restriccion Hpal. Se proporciond extremos romos a estos
fragmentos, se ligaron entre si y se transformaron en JM109 de E. coli. Se seleccionaron de manera arbitraria los
clones obtenidos, se sometieron a PCR de colonias (94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C
durante 60 segundos) usando el cebador 352-Hpal-R2 (5-CAAAATGAAGCACAGATGC-3: SEQ ID NO: 89), el
cebador L04 (5-GGTCGACCTAACACTCTCCCCTGT-3: SEQ ID NO: 88) y TaKaRa LA Taq™ con tampon GC
(Takara Bio, RR02AG), y se repiti6 este ciclo 30 veces. Se seleccionaron los clones en los que se habian insertado
el promotor de GAP-sefial ScKar2-cadena pesada de anticuerpo-terminador de GAP y el promotor de GAP-sefial
ScKar2-cadena ligera de anticuerpo-terminador de GAP en una orientacion inversa uno con respecto a otro. De los
transformantes que se confirmé que se habian amplificado, se seleccioné un vector en el que se habia introducido
BamHI-promotor de GAP-sefial ScKar2-cadena ligera de anticuerpo-terminador de GAP-BamHI en el sitio de enzima
de restriccion Hpal de extremos romos de YEp352GAP-II-ScKarHc, y se designd como YEp352GAP-II-
ScKarHc/ScKarlLc (figura 13).

[Ejemplo 14] Construccién de un vector de expresioén para un gen de chaperonas solo

(1) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen PDI1 de S. cerevisiae (Sc PDI1)

Se amplific6 PDI1 de Sc (YCL043C: SEQ ID NO: 120 (secuencia de nucledtidos), SEQ ID NO: 121 (secuencia de
aminoacidos)) usando ADN gendmico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracciéon de ADN de
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevé a cabo una PCR usando el cebador PDIl1-sac (5-
CGAGCTCATGAAGTTTTCTGCTGGTG-3”: SEQ ID NO: 90), el cebador PDI1-sma (5-
GCCCGGGTTACAATTCATCGTGAATG-3: SEQ ID NO: 91) y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-
024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 90 segundos, y se repitio este ciclo 30
veces. Se recuperd un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,6 kb y se cloné en pCR2.1-TOPO. Después
de esto, se confirmé la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar ScPDI1 en
S. cerevisiae, se ligo el gen que codifica para ScPDI1 recuperado por medio de digestion con Sacl y Smal con el uso
de los sitios de enzima de restriccion Sacl y Smal introducidos en el cebador PDI1-sac y el cebador PDI1-sma, al
sitio Sacl-Smal en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (TDH3,
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GAP) introducido en el vector lanzadera de E. colillevadura YEp351 (Yeast 2, pags. 163-167, 1986). Se designo el
plasmido resultante como YEp351GAP-II-ScPDIA1.

(2) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen ScMPD1

Se amplific6 ScMPD1 (YOR288C: SEQ ID NO: 122 (secuencia de nucledtidos), SEQ ID NO: 123 (secuencia de
aminoacidos)) usando ADN gendmico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracciéon de ADN de
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevdo a cabo una PCR usando el cebador MPD1-sac (5-
CGAGCTCATGTTATTTCTTAATATTATTAAG-3: SEQ ID NO: 92), el cebador MPD1-sma (5-
GCCCGGGCTACAATTCGTCGTGCTTGTTTCC-3": SEQ ID NO: 93) y ADN polimerasa Accu-Prime Pfx (Invitrogen,
12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos, y se repitio este
ciclo 30 veces. Se recuper6 un fragmento de ADN diana de aproximadamente 0,96 kb y se cloné en pCR2.1-TOPO.
Después de esto, se confirmé la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar
ScMPD1 en S. cerevisiae, se ligo el gen que codifica para ScMPD1 recuperado por medio de digestion con Sacl y
Smal con el uso de los sitios de enzima de restriccion Sacl y Smal introducidos en el cebador MPD1-sac y el
cebador MPD1-sma, al sitio Sacl-Smal en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de E. colillevadura YEp351 (Yeast 2, pags. 163-
167, 1986). Se designo el plasmido resultante como YEp351GAP-1I-ScMPD1.

(3) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen ScSCJ1

Se amplificd ScSCJ1 (YMR214W: SEQ ID NO: 124 (secuencia de nucledtidos), SEQ ID NO: 125 (secuencia de
aminoacidos)) usando ADN gendmico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extraccién de ADN de
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevé a cabo una PCR usando el cebador SCJ1-sac (5-
CGAGCTCATGATTCCAAAATTATATATAC-3: SEQ ID NO: 94), el cebador SCJ1-sma (5-
GCCCGGGCTACAACTCATCTTTGAGC-3": SEQ ID NO: 95) y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-
024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos, y se repitio este ciclo 30
veces. Se recupero un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,1 kb y se clon6 en pCR2.1.-TOPO. Después
de esto, se confirmd la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar ScSCJ1 en
S. cerevisiae, se ligo el gen que codifica para SCMPD1 recuperado por medio de digestion con Sacl y Smal con el
uso de los sitios de enzima de restriccion Sacl y Smal introducidos en el cebador SCJ1-sac y el cebador SCJ1-sma,
al sitio Sacl-Smal en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (TDH3,
GAP) introducido en el vector lanzadera de E. colillevadura YEp351 (Yeast 2, pags. 163-167, 1986). Se designo el
plasmido resultante como YEp351GAP-II-ScSCJ1.

(4) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen SCERO1

Se amplific6 SCERO1 (YML130C: SEQ ID NO: 126 (secuencia de nucleotidos), SEQ ID NO: 127 (secuencia de
aminoacidos)) usando ADN genomico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracciéon de ADN de
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevd a cabo una PCR usando el cebador ERO1-sac2 (5-
CGAGCTCATGAGATTAAGAACCGCCATTG-3: SEQ ID NO: 96), el cebador ERO1-sma2 (5-
GCCCGGGTTATTGTATATCTAGCTTATAG-3: SEQ ID NO: 97) y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen,
12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 120 segundos, y se repitio este
ciclo 30 veces. Se recuper6 un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,7 kb y se clon6 en pCR2.1-TOPO.
Después de esto, se confirmé la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar
ScERO1 en S. cerevisiae, se ligo el gen que codifica para SCERO1 recuperado por medio de digestién con Sacl y
Smal con el uso de los sitios de enzima de restriccion Sacl y Smal introducidos en el cebador ERO1-sac2 y el
cebador ERO1-sma2, al sitio Sacl-Smal en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de E. colillevadura YEp351 (Yeast 2, pags. 163-
167, 1986). Se designo el plasmido resultante como YEp351GAP-1I-ScERO1.

(5) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen ScFKB2

Se amplific6 ScFKB2 (FPR2/YDR519W: SEQ ID NO: 128 (secuencia de nucleétidos), SEQ ID NO: 129 (secuencia
de aminoacidos)) usando ADN gendmico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracciéon de ADN de
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevé a cabo una PCR usando el cebador FKB2-sac (5'-
CGAGCTCATGATGTTTAATATTTACC-3”: SEQ ID NO: 98), el cebador FKB2-sma (5-
GCCCGGGCTAGGCGGCTGATTTCACG-3: SEQ ID NO: 99) y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-
024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 30 segundos, y se repitio este ciclo 30
veces. Se recuperd un fragmento de ADN diana de aproximadamente 0,5 kb y se cloné en pCR2.1-TOPO. Después
de esto, se confirmd la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar ScFKB2 en
S. cerevisiae, se ligd el gen que codifica para ScFKB2 recuperado por medio de digestion con Sacl y Smal con el
uso de los sitios de enzima de restriccion Sacl y Smal introducidos en el cebador FKB2-sac y el cebador FKB2-sma,
al sitio Sacl-Smal en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (TDH3,
GAP) introducido en el vector lanzadera de E. colillevadura YEp351 (Yeast 2, pags. 163-167, 1986). Se designo el
plasmido resultante como YEp351GAP-II-ScFKB2.

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 537806 T3

(6) Construccion de un vector de expresién constitutiva para el gen ScJEM1

Se amplific6 ScJEM1 (YJLO73W: SEQ ID NO: 130 (secuencia de nucledtidos), SEQ ID NO: 131 (secuencia de
aminoacidos)) usando ADN gendmico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracciéon de ADN de
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevd a cabo una PCR usando el cebador JEM1-sac (5'-
CGAGCTCATGATACTGATCTCGGGATACTGTC-3: SEQ ID NO: 100), el cebador JEM1-sma (5-
GCCCGGGTCAAAGCCCAAAATTCATTTTAAAG-3’: SEQ ID NO: 101) y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen,
12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 120 segundos, y se repitio este
ciclo 30 veces. Se recuper6 un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,9 kb y se clon6 en pCR2.1-TOPO.
Después de esto, se confirmé la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar
ScJEM1 en S. cerevisiae, se ligd el gen que codifica para ScJEM1 recuperado por medio de digestion con Sacl y
Smal con el uso de los sitios de enzima de restriccion Sacl y Smal introducidos en el cebador JEM1-sac y el cebador
JEM1-sma, al sitio Sacl-Smal en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de E. colillevadura YEp351 (Yeast 2, pags. 163-
167, 1986). Se designo el plasmido resultante como YEp351GAP-II-ScJEM1.

(7) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen ScLHS1

Se amplificd ScLHS1 (YKLO73W: SEQ ID NO: 132 (secuencia de nucleétidos), SEQ ID NO: 133 (secuencia de
aminoacidos)) usando ADN gendmico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracciéon de ADN de
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevd a cabo una PCR usando el cebador LHS1.1-sac (5-
CGAGCTCATGCGAAACGTTTTAAGGCTTT-3: SEQ ID NO: 102), el cebador LHS1-sma (5-
GCCCGGGCTATAATTCATCATGCAAAATG-3: SEQ ID NO: 103) y ADN polimerasa Accu-Prime Pfx (Invitrogen,
12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 180 segundos, y se repitio este
ciclo 30 veces. Se recuper6 un fragmento de ADN diana de aproximadamente 2,65 kb y se clon6 en pCR2.1-TOPO.
Después de esto, se confirmé la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar
ScLHS1 en S. cerevisiae, se ligo el gen que codifica para ScLHS1 recuperado por medio de digestion con Sacl y
Smal con el uso de los sitios de enzima de restriccion Sacl y Smal introducidos en el cebador LHS1.1-sac y el
cebador LHS1-sma, al sitio Sacl-Smal en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de E. colillevadura YEp351 (Yeast 2, pags. 163-
167, 1986). Se designo el plasmido resultante como YEp351GAP-II-ScLHS1.

(8) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen ScMPD2

Se amplific6 ScMPD2 (YOL088C: SEQ ID NO: 134 (secuencia de nucleotidos), SEQ ID NO: 135 (secuencia de
aminoacidos)) usando ADN genomico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracciéon de ADN de
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevd a cabo una PCR usando el cebador MPD2-sac (5-
CGAGCTCATGAAATTGCACGGCTTTTTATTTTC-3© SEQ ID NO: 104), el cebador MPD2-sma (5-
GCCCGGGTCAAAGCTCGTCATGACTACTGG-3: SEQ ID NO: 105) y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen,
12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos, y se repitio este
ciclo 30 veces. Se recuper6 un fragmento de ADN diana de aproximadamente 0,8 kb y se clon6 en pCR2.1-TOPO.
Después de esto, se confirmé la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar
ScMPD2 en S. cerevisiae, se ligo el gen que codifica para ScMPD2 recuperado por medio de digestion con Sacl y
Smal con el uso de los sitios de enzima de restriccion Sacl y Smal introducidos en el cebador MPD2-sac y el
cebador MPD2-sma, al sitio Sacl-Smal en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de E. colillevadura YEp351 (Yeast 2, pags. 163-
167, 1986). Se designo el plasmido resultante como YEp351GAP-1I-ScMPD2.

(9) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen ScCERJ5

Se amplific6 ScERJ5 (YFR041C: SEQ ID NO: 136 (secuencia de nucledtidos), SEQ ID NO: 137 (secuencia de
aminoacidos)) usando ADN gendmico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracciéon de ADN de
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevé a cabo una PCR usando el cebador YFR041C-sac (5'-
CGAGCTCATGAACGGTTACTGGAAAC-3: SEQ ID NO: 106), el cebador YFR041C-sma (5-
GCCCGGGTCATTTACGTGAATAGATC-3": SEQ ID NO: 107) y ADN polimerasa Accu-Prime Pfx (Invitrogen, 12344-
024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos, y se repitio este ciclo 30
veces. Se recuperd un fragmento de ADN diana de aproximadamente 0,9 kb y se cloné en pCR2.1-TOPO. Después
de esto, se confirmd la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar SCERJ5 en
S. cerevisiae, se ligd el gen que codifica para SCERJ5 recuperado por medio de digestion con Sacl y Smal con el
uso de los sitios de enzima de restriccion Sacl y Smal introducidos en el cebador YFR041C-sac y el cebador
YFR041C-sma, al sitio Sacl-Smal en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (TDH3, GAP) introducido en el vector lanzadera de E. colillevadura YEp351 (Yeast 2, pags. 163-
167, 1986). Se designo el plasmido resultante como YEp351GAP-1I-ScERJ5.

(10) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen ScCEUG1
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Se amplific6 ScCEUG1 (YDR518W: SEQ ID NO: 138 (secuencia de nucledtidos), SEQ ID NO: 139 (secuencia de
aminoacidos)) usando ADN gendmico de S. cerevisiae preparado usando el reactivo de extracciéon de ADN de
levadura Y-DER (PIERCE) como molde. Se llevd a cabo una PCR usando el cebador EUG1-sac (5-
CGAGCTCATGCAAGTGACCACAAGATT-3: SEQ ID NO: 108), el cebador EUG1-sma (5-
GCCCGGGTTATAATTCATCATGTACGG-3": SEQ ID NO: 109) y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-
024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 90 segundos, y se repitio este ciclo 30
veces. Se recuperd un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,5 kb y se cloné en pCR2.1-TOPO. Después
de esto, se confirmo la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN insertado. Con el fin de expresar SCEUG1
en S. cerevisiae, se ligo el gen que codifica para SCEUG1 recuperado por medio de digestion con Sacl y Smal con el
uso de los sitios de enzima de restriccion Sacl y Smal introducidos en el cebador EUG1-sac y el cebador EUG1-
sma, al sitio Sacl-Smal en el casete de promotor-terminador del gen de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(TDHS3, GAP) introducido en el vector lanzadera de E. colillevadura YEp351 (Yeast 2, pags. 163-167, 1986). Se
designo el plasmido resultante como YEp351GAP-II-ScEUGH.

[Ejemplo 15] Efectos de una chaperona sobre la produccién secretora de anticuerpo

Se prepararon células competentes de la cepa ZUO1/YGR285C (MATa Ahis3 Aleu2 Amet15 A ura3A zuo1) derivada
de la cepa BY4741 de S. cerevisiae usando el kit Frozen-EZ Yeast Transformation Il (ZYMO RESARCH). Se sembré
la cepa ZUO1/YGR285C de S. cerevisiae en 5 ml de medio YPAD (medio YPD que contenia adenina al 0,04%
(Sigma)), y se usaron las células de levadura resultantes del cultivo durante la noche a 30°C y 310 rpm. Se
introdujeron los vectores de expresion construidos en el ejemplo 13 y en el ejemplo 14 en la cepa ZUO1/YGR285C
de S. cerevisiae usando el kit Frozen-EZ Yeast Transformation Il (ZYMO RESARCH), y se seleccionaron en cada
caso transformantes crecidos sobre medio de agar ST que contenia agar al 2% (el medio de base nitrogenada de
levadura y sulfato de amonio (Sigma) que contiene glucosa al 2%, adenina al 0,04% y KCI 0,3 M y que carece de
uracilo y leucina) como cepa de levadura que expresa un anticuerpo que expresa de manera constitutiva una
chaperona.

YEp352 GAP-II-ScKarHc/ScKarLc que porta la unidad de expresiéon de cadena pesada y cadena ligera de anticuerpo
comprende un gen marcador URA3 que complementa la mutacion que requiere uracilo de un huésped. Por el
contrario, YEp351GAP-II (un vector de control en el que no se ha introducido el gen), YEp351GAP-II-ScPDI1 (el
vector de expresion de ScPDI1), YEp351GAP-II-ScMPD1 (el vector de expresion de ScMPD1), YEp351GAP-II-
ScSCJ1 (el vector de expresion de ScSCJ1), YEp351GAP-II-ScERO1 (el vector de expresion de ScERO1),
YEp351GAP-1I-ScFKB2 (el vector de expresion de ScFKB2), YEp351GAP-II-ScJEM1 (el vector de expresion de
ScJEM1), YEp351GAP-II-ScLHS1 (el vector de expresion de ScLHS1), YEp351GAP-II-ScMPD2 (el vector de
expresion de ScMPD2), YEp351GAP-II-ScERJ5 (el vector de expresion de ScERJ5) y YEp351GAP-II-ScEUG1 (el
vector de expresion de ScEUGH1) tienen cada uno un gen marcador LEU2 que complementa la mutacion que
requiere leucina de un huésped. Se transformaron células huésped de modo que puedan crecer soélo cuando se
introducen el vector de expresidon para el gen de un anticuerpo y el vector de expresion constitutiva para una
chaperona, y se construyeron 10 tipos de cepas de levadura que expresan un anticuerpo que expresa de manera
constitutiva una chaperona a partir de la cepa ZUO1/YGR285C de S. cerevisiae.

Se aplicé medio ST (500 wl) (medio de base nitrogenada de levadura y sulfato de amonio que contiene glucosa al
2%, adenina al 0,04% y KCI 0,3 M y que carece de uracilo y leucina (Sigma)) sobre una placa de 96 pocillos
profundos (Greiner, 780271), se sembré el transformante con el uso de un palillo de dientes, se sell6 la parte
superior de la placa con selladores de placa permeables al CO, (Greiner, 676051) y se llevd a cabo el cultivo a una
velocidad de agitacion de 310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30°C durante 3 dias. Se llevé a cabo el cultivo control
aplicando 1 ml de medio YPAD a una placa de 96 pocillos profundos (Greiner, 780271). En el caso de cultivo que
implicaba la adicion de inhibidores de PMT, se aplicé 1 ml de medio YPAD al que se le habia afadido inicialmente el
derivado de acido rodanin-3-acético 1c hasta una concentracion final de 10 uM a la placa. Se sembro la disolucion
de cultivo que se habia cultivado sobre medio ST hasta una concentracion final del 5% y se sell6 la parte superior de
la placa con selladores de placa permeables al CO, (Greiner, 676051). Después de esto, se llevé a cabo el cultivo a
una velocidad de agitacion de 310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30°C durante 3 dias. Se prepar6 el sobrenadante
de cultivo a partir de la disolucion de cultivo y se design6 como muestra que contenia un anticuerpo secretado y
producido por levadura. Se confirmé la produccién secretora de anticuerpo por medio de ELISA tipo sandwich. Se
retiraron las células de levadura del producto de cultivo por medio de centrifugacion a 2.700 x g y 4°C durante 5
minutos, y se designo el sobrenadante de cultivo resultante como muestra de anticuerpo secretado. Se llevé a cabo
un ELISA tipo sandwich adsorbiendo las proteinas de receptor de TRAIL que eran antigenos de los anticuerpos anti-
receptor de TRAIL en una placa de 96 pocillos, afiadiendo la muestra de anticuerpo secretado y realizando la
deteccion usando un anticuerpo anti-Fc especifico de IgG humana marcado con peroxidasa (anticuerpo frente a IgG
humana (Fc) purificado por afinidad marcado con peroxidasa (KPL, 04-10-20)) y el sustrato ABTS peroxidasa (KPL,
50-66-01).

Tal como se muestra en la figura 14, una cepa control presentaba una cantidad de produccién secretora de
anticuerpo de 3,9 ng/ml. Sin embargo, cuando se suprimio la adicién de una cadena de O-azucar, la cepa control
presentaba una cantidad aproximadamente 2,5 veces mayor de produccidon secretora de anticuerpo; es decir,
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10 ng/ml, y se observaron efectos de supresion de la adicién de cadena de O-azucar. Cuando se suprimio la adicion
de una cadena de O-azicar, las cepas en las que se habian introducido cada uno de ScERO1 y ScPDI1
presentaban cada una cantidades aproximadamente 7 veces y aproximadamente 20 veces mayores de produccion
secretora de anticuerpo; es decir, 26,4 ng/mly 79,2 ng/ml.

[Ejemplo 16] Construccion de una cepa de coexpresion para OmPDI1 y acido alfa-2,3-sidlico transferasa humana

(ST3Gall)

(1) Construccién de un vector de expresion de ST3Gall

Se amplificd6 un gen que codifica para una secuencia que comprende 3 repeticiones de la secuencia FLAG
(3XFLAG). Se amplifico el gen por medio de PCR usando el vector de expresion P3xFLAG-CMV-13 (Sigma, E4776)
como molde y el cebador 5-3XFLAG (5’-atcatcatcatgcccgggccgactacaaagaccat-3': SEQ ID NO: 110), el cebador 3'-
3XFLAG (5-gcaccgtctcggateccttgtcategteatectt-3': SEQ ID NO: 111) a los que se habian afiadido el sitio Srfl y el sitio
BamHI, respectivamente. Se insertd el fragmento resultante en el vector de expresion de O. minuta, pPOMEA1-His6,
(Akeboshi et al., 2007, Appl. Environ. Microbiol., 73:4805-4812) escindido con Srfl y BamHI usando el kit de
clonacion por PCR In-Fusion Dry-Down (Takara Bio, Z9602N). Se designo el vector resultante como pOMEA1-6H3F.

Posteriormente, se amplificé un gen que codifica para un sitio catalizador de ST3Gall. El gen de ST3Gall esta
presente en el cromosoma 8 humano y su secuencia de nucleétidos de ADNc esta registrada en una base de datos
publica, GenBank, con el n.° de registro L29555. Se amplificé en primer lugar el dominio catalizador del gen de
ST3Gall por medio de PCR usando el cebador 3FLAG-ST3Gall-F (5-
GATGACGATGACAAGGGATCCaactactcccacaccatgg-3: SEQ ID NO: 112) y el cebador 3FLAG-ST3Gal1-R (5-
GCACCGTCTCGGATCCtcatctccccttgaagatccggat-3': SEQ ID NO:113). Se us6 un clon de entrada de la biblioteca
de glicosiltransferasa humana preparada en el proyecto NEDO SG como molde (Shimma et al., 2006, Appl. Environ.
Microbiol., 72, 7003-7012). Se insert6 el fragmento obtenido en el sitio BamHI de pOMEA1-6H3F usando el kit de
clonaciéon por PCR In-Fusion Dry-Down (Takara Bio, Z9602N). Tras confirmar la secuencia de nucledtidos, se
designé el fragmento como el vector de expresion, pPOMEA1-6H3F-ST3Gal1.

(2) Construccion de la cepa de expresién de ST3Gall

Se escindi6 el plasmido pPOMEA1-6H3F-ST3Gal1 con la enzima de restriccion Notl y entonces se transformo la cepa
TK10-1-2 de O. minuta. Se llevd a cabo la transformacién mediante el método de acetato de litio. Tras la
transformacioén, se aplico el resultado sobre medio SD-Ade (glucosa al 2%, base nitrogenada de levadura sin
aminodcidos al 0,17% (Difco), bases de acido nucleico excepto adenina y una mezcla de aminoacidos (de 20 a
400 mg/l)), y se llevd a cabo el cultivo a 30°C durante 2 dias. Se confirmé si el vector de expresion se habia
incorporado a un cromosoma o no por medio de la PCR de colonias descrita en el ejemplo 5 y se designo el
transformante como la cepa YT-1.

Posteriormente, se introdujo el vector de expresion de PDI1 derivada de O. minuta (onaP03606) construido en el
ejemplo 3. Ademas, se llevo a cabo la transformacion usando pOMexGP1U que no contenia OmPDI1 como control.
Tras transformar la cepa YT-1 de la manera descrita anteriormente, se aplico el transformante sobre un medio SD-
Ura (glucosa al 2%, base nitrogenada de levadura sin aminoacidos al 0,17% (Difco), bases de acido nucleico
excepto uracilo y mezcla de aminoacidos (de 20 a 400 mg/l)), y se llevo a cabo el cultivo a 30°C durante 2 dias. Se
confirmé si el vector de expresién se habia incorporado a un cromosoma o no por medio de la PCR de colonias
descrita en el ejemplo 5, se designo la cepa en la que se habia introducido pPOMexGP1U (plasmido control) como la
cepa YT-2 y se designo la cepa en la que se habia introducido onaP03606 como la cepa YT-3.

[Ejemplo 17] Expresién de acido alfa-2,3-sialico transferasa humana (ST3Gall)

Se inocularon la cepa YT-2 y la cepa YT-3 en 5 ml de medio YPAD+KCI (polipeptona al 2%, extracto de levadura al
1%, glucosa al 2%, adenina (40 mgl/l), cloruro de potasio 0,3 M), y se llevé a cabo un precultivo a 30°C durante la
noche. Posteriormente, se inoculd 1 ml de una disolucion de precultivo en 150 ml de medio YPAD+KCI, y se llevo a
cabo el cultivo a 30°C durante 48 horas. Se recuperaron las cepas, se resuspendieron en 100 ml de medio
BMMY+casaminoacidos al 2% (extracto de levadura al 1%, polipeptona al 2%, base nitrogenada de levadura sin
aminoacidos al 1,34% (Difco), KPi 0,1 M (pH 6,0), casaminoacidos al 2%, metanol al 1%), y se cultivaron a 20°C
durante 96 horas. Se afiadié metanol hasta una concentracion del 0,5% cada 12 horas. Tras completarse el cultivo,
se sometid el producto de cultivo a centrifugacion para retirar las células de levadura y se designo la disolucion
resultante como disolucion enzimatica bruta.

Se sometid a ensayo la actividad enzimatica de la siguiente manera. Se afiadié una disolucidon enzimatica bruta
(2 wl) a 18 ul de una disolucién de reaccion (Tris-HCI 0,1 M (pH 7,5), MnCl, 1 mM, CMP-NeuAc 5 mM, core1-pNP
50 uM) y se inicid la reaccion. Tras llevar a cabo la reaccion a 37°C durante 30 minutos, se terminé la reaccion por
medio de ebullicion y se llevé a cabo un analisis de HPLC. Se usé una columna Cosmosil 5C18-ARII (4,6 x 250 mm,
Nacalai Tesque, Inc.) y se us6 una mezcla de acido trietilaminoacético 0,2 M (pH 7,0, disolucién A) y acetonitrilo
(disolucion B) (disolucion A:disolucion B = 9:1) como fase movil. Se equilibré la columna, se inyectd la muestra en la
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misma y se llevd a cabo una elucién 20 minutos después. Se llevd a cabo la deteccion usando un detector UV
(longitud de onda de deteccion: 300 nm). Eluyd un sustrato core1-pNP 14,5 minutos mas tarde y eluy6 un producto
de reaccion, sialylcore1-pNP, 17 minutos mas tarde. Se cuantificd el producto de reaccion basandose en el area de
pico y se designd el resultado como actividad (U). Se definié la unidad “1 U” como la cantidad de una enzima que es
necesaria para producir 1 umol del producto de reaccion por minuto. La figura 15 muestra cambios en los niveles de
expresion de la enzima con el transcurso del tiempo durante el cultivo. Como resultado, se observé una actividad
enzimatica aumentada en la cepa que expresa ST3Gall (YT-3) en la que se habia introducido OmPDI1, en
comparacion con la cepa en la que no se habia introducido OmPDI1 (YT-2), y la diferencia en los niveles de
expresion llegé a ser de hasta aproximadamente 3,4 veces 96 horas mas tarde.

Entonces se llevé a cabo un analisis de inmunotransferencia de tipo Western. Se sometieron los sobrenadantes de
cultivo en cantidades equivalentes a “10 pU” de la cepa YT-2 y la cepa YT-3 a tratamiento con EndoHf (NEB,
P0703S) segun el protocolo, se aplicaron y entonces se sometieron a SDS-PAGE. Tras la electroforesis, se transfirio
el producto a una membrana de PVDF y se llevo a cabo una inmunotransferencia de tipo Western segun una técnica
convencional. Se us6 un anticuerpo de ratén anti-FLAG M2 (Sigma, F1804) como anticuerpo primario y un material
compuesto de anticuerpo anti-lgG de raton-fosfatasa alcalina como anticuerpo secundario. Se llevd a cabo la
deteccion usando CDP-Star y un analizador de imagenes, LAS1000 (Fujifilm Corporation). Ademas, se cuantificaron
las sefales usando Image Gauge (Fujifilm Corporation).

Se muestran los resultados en la figura 16 y en la tabla 1. Aunque ademas del ensayo de actividad enzimatica se
llevé a cabo un andlisis de inmunotransferencia de tipo Western, se encontré que la intensidad de la sefial de
ST3Gall derivada de la cepa en la que se habia introducido OmPDI1 (YT-3) estaba atenuada hasta tan sélo 0,6
veces. Por tanto, se consideré que la introduccion de OmPDI1 dio como resultado la promocién de la formacion de
enlaces disulfuro normales en moléculas de ST3Gall, y aumenté el nimero de proteinas plegadas correctamente, lo
que a su vez elevo la actividad especifica en aproximadamente 1,6 veces.

Tabla 1
Cepa que expresa chaperona | Intensidad de sefial (UA) | Actividad especifica (pU/UA)
YT-2 4694842 2,13
YT-3 2976349 3,36

[Ejemplo 18] Construccién de una cepa de coexpresion para un vector de expresién para una combinacién de genes
de chaperonas y un vector de expresién para acido alfa-2,3-sidlico transferasa humana (ST3Gall)

Se introdujo el vector de expresion para diversas combinaciones de genes de chaperonas derivado de O. minuta
preparado en el ejemplo 4 en la cepa YT-1 del ejemplo 17. De la misma manera que en el ejemplo 16, se
escindieron plasmidos con Notl para transformar la cepa YT-1. Tras la transformacion, se aplico el fragmento
resultante sobre un medio SD-Ura (glucosa al 2%, base nitrogenada de levadura sin aminoacidos al 0,17% (Difco),
bases de acido nucleico excepto uracilo y mezcla de aminoacidos (de 20 a 400 mg/l)) y se llevo a cabo el cultivo a
30°C durante 2 dias. Se confirm¢ si el vector de expresion se habia incorporado o no a un cromosoma por medio de
la PCR de colonias descrita en el ejemplo 5, se design6é una cepa expresada que tenia un vector de coexpresion
(onaP09407) que portaba dos copias del casete de expresion de OmPDI1 como la cepa YT-4, se designé una cepa
expresada que tenia un vector de coexpresion (onaP09707) para OmPDI1 y OmKar2 como la cepa YT-5, se designé
una cepa expresada que tenia un vector de coexpresion (onaP09507) para OmPDI1 y OmERO1 como la cepa YT-6,
y se designd una cepa expresada que tenia un vector de coexpresion (onaP09607) para OmPDI1 y OmHSP104
como la cepa YT-7. Se llevo a cabo el cultivo de la misma manera que en el ejemplo 17, se sometié a ensayo la
expresion de enzima de cada cepa con el transcurso del tiempo y se muestran los resultados en la figura 17.
Ademas, se sometieron 30 ul del sobrenadante de cultivo a tratamiento con EndoHf (NEB, P0703S) segun el
protocolo y entonces analisis de inmunotransferencia de tipo Western. Se muestran los resultados en la figura 18, y
se muestran las intensidades de sefial cuantificadas y las actividades especificas determinadas basandose en las
mismas en la tabla 2.
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Tabla 2
Cepa que expresa chaperona | Intensidad de sefial (UA) | Actividad (mU/ml) | Actividad especifica (pU/UA)
YT-4-1 5003576,86 2,32 13,9
YT-4-2 5967631,86 4,50 23,7
YT-4-3 6004529,86 4,47 22,3
YT-4-4 5686573,24 5,08 26,8
YT-5-1 3619105,78 1,29 10,7
YT-5-2 3926906,78 2,07 15,8
YT-5-3 4530942,78 1,86 12,3
YT-5-4 4603909,78 2,29 14,9
YT-6-1 2225292,78 0,70 9,4
YT-6-2 4312501,78 3,10 21,6
YT-6-3 4786891,78 5,03 31,5
YT-6-4 4057802,78 6,81 50,3
YT-7-1 3381700,78 1,28 11,4
YT-7-2 3208548,78 2,98 27,9
YT-7-3 2435370,00 3,45 42,5
YT-7-4 1912043,00 3,65 57,3

Los niveles de expresion de enzima dejaron sustancialmente de aumentar 2 dias tras la induccién en las cepas YT-
4, -5y -7; sin embargo, la actividad siguié creciendo a niveles significativos hasta 4 dias tras la induccion en la cepa
YT-6 y actividad por ml del sobrenadante de cultivo de la cepa YT-6 fue maxima al final. Aunque no se observo
ningun aumento claro en la actividad especifica en las cepas de expresion YT-4 y YT-5, se observé un aumento en
la actividad especifica con el transcurso del tiempo en las cepas YT-6 y YT-7. Por tanto, se consideré que la
coexpresion de ERO1 o HSP104 daria como resultado un aumento en el nimero de moléculas de enzima que se
plegaban correctamente.

[Ejemplo 19] Construccién de un vector de expresién para un gen de chaperonas solo

(1) Construccion de un vector de expresion constitutiva el gen de GRP78/BiP de hamster chino

Se cloné el gen de GRP78 de hamster chino (n.° de registro M17169: SEQ ID NO: 152) de la siguiente manera para
construir un vector de expresion.

Al principio, se extrajo ARN total de la célula de la cepa CHO/dhFr (ATCC CRL-9096) obtenida por medio de cultivo
en medio Ex325 con el uso del kit de extraccion de ARN total QuickPrep (GE Healthcare Life Sciences, 27-9271-01).
Se us6 ARN total purificado (600 ng) para sintetizar ADNc por medio de transcripcion inversa usando ReverTra Ace-
o~ (TOYOBO, FSK-101). Se llevd a cabo una PCR usando el ADNc resultante como molde, el cebador CHOGRP78-
F (5-ACCCTCGAGATGAAGTTCCCTATGGTGG-3: SEQ ID NO: 114), el cebador CHOGRP78-R (5-
ACCGCGGCCGCCTACAACTCATC-3: SEQ ID NO: 115) y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen, 12344-024)
a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 120 segundos, y se repitié este ciclo 30
veces. Se recuper6 un fragmento de ADN diana de aproximadamente 2 kb y se clon6 en pCR2.1-TOPO. Después
de esto, se confirmo la secuencia de nucledtidos del fragmento de ADN insertado. Se ligé el gen de CHO GRP78 por
medio de digestion con Xhol y Notl, al sitio Xhol-Notl en pME18s (n.° de registro AB009864) con el uso de los sitios
de enzima de restriccion Xhol y Notl introducidos en el cebador CHOGRP78-F y el cebador CHOGRP78-R. Se
designé el plasmido resultante como pME18s/choGRP78.

(2) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen de PDI de hamster chino

Se clono el gen de PDI de hamster chino (n.° de registro AF364317: SEQ ID NO: 153) de la siguiente manera para
construir un vector de expresion.

Se llevd a cabo una PCR usando el ADNc resultante como molde como en el caso de (1) anterior, el cebador
CHOPDI-F (5-ACCCTCGAGATGCTGAGCCGTTCTC-3: SEQ ID NO: 116), el cebador CHOPDI-R (5-
ACCGCGGCCGCCTACAATTCGTCCTTTAC-3: SEQ ID NO: 117) y ADN polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen,
12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 90 segundos, y se repitio este
ciclo 30 veces. Se recuper6 un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,5 kb y se clon6 en pCR2.1-TOPO.
Después de esto, se confirmo la secuencia de nucleotidos del fragmento de ADN insertado. Se ligé el gen de CHO
PDI recuperado por medio de digestion con Xhol y Notl, al sitio Xhol-Notl en pME18s (n.° de registro AB009864) con
el uso de los sitios de enzima de restriccion Xhol y Notl introducidos en el cebador CHOPDI-F y el cebador CHOPDI-
R. Se designé el plasmido resultante como pME18s/choPDI.

(3) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen de ERO1-LB humana
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Se clond el gen de ERO1-LB humana (n.° de registro NM_019891: SEQ ID NO: 146) de la siguiente manera para
construir un vector de expresion.

Al principio, se extrajo ARN total de la célula FreeStyle 293-F (Invitrogen, R790-07) obtenida por medio de cultivo en
medio Freestyle 293 (Invitrogen, 12338-018) con el uso del kit de extraccion de ARN total QuickPrep (GE Healthcare
Life Sciences, 27-9271-01). Se usé ARN total purificado (600 ng) para sintetizar ADNc por medio de transcripcion
inversa usando ReverTra Ace-a- (TOYOBO, FSK-101). Se llevd a cabo una PCR usando el ADNc resultante como
molde, el cebador hERO-F (5-ACCCTCGAGATGAGCCAAGGG-3: SEQ ID NO: 118), el cebador hERO-R (5'-
ACCCTCGAGTTACCTACTGTGTTGTAATAAGAC-3: SEQ ID NO: 119) y ADN polimerasa AccuPrime Pfx
(Invitrogen, 12344-024) a 95°C durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 90 segundos, y se
repitid este ciclo 30 veces. Se recuperd un fragmento de ADN diana de aproximadamente 1,4 kb y se clon6 en
pCR2.1-TOPO. Después de esto, se confirmé la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN insertado. Se ligo
el gen de ERO1-LB humana recuperado por medio de digestién con Xhol, al sitio Xhol de pME18s (n.° de registro
AB009864) con el uso del sitio de enzima de restriccion Xhol introducido en el cebador hERO-F y el cebador hERO-
R. Se designé el plasmido resultante como pME18s/hERO1-Lf3.

(4) Construccion de un vector de expresion de anticuerpo

Se introdujeron la cadena ligera y la cadena pesada del gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL (documento WO
2001/083560) en el vector de expresion pcDNA3.1 (+) (Invitrogen, V790-20) y se designo el fragmento resultante
como pcDNAS3.1 (+)/expAB.

[Ejemplo 20] Efectos de una chaperona sobre la produccién secretora de anticuerpo

Se introdujeron los vectores de expresion constitutiva para diversos genes de chaperonas construidos en el ejemplo
19 (1) a (3) en las células COS-1 para examinar los efectos de la introduccion de una chaperona sobre la produccion
secretora de anticuerpo.

Se sembraron las células COS-1 en una microplaca de 24 pocillos (IWAK1 SI-Tech, 3820-024N) a 1,5 x 10°
células/pocillo y se cotransfectaron el vector que expresa el anticuerpo anti-receptor de TRAIL, pcDNA3.1 (+)/expAB,
y los vectores de expresion constitutiva para diversos genes de chaperonas, con el uso de Lipofectamine 2000
(Invitrogen, 11668-027) 24 horas tras el inicio del cultivo. Tras introducir el gen, se llevo a cabo el cultivo durante 48
horas, se clarificd el sobrenadante de cultivo por medio de centrifugacion a 21.600 x g a 4°C durante 3 minutos, y se
designo el sobrenadante resultante como muestra de anticuerpo de secrecion.

Se sometieron los anticuerpos secretados y producidos a ensayo cuantitativo por medio de ELISA tipo sandwich. Se
adsorbio la proteina receptora de TRAIL (es decir, el antigeno del anticuerpo anti-receptor de TRAIL) en una placa
de 96 pocillos, se afadié la muestra de anticuerpo secretado y se llevé a cabo la deteccién usando un anticuerpo
anti-Fc especifico de IgG humana marcado con peroxidasa (anticuerpo frente a IgG humana (Fc) purificado por
afinidad marcado con peroxidasa (KPL, 04-10-20)) y el sustrato ABTS peroxidasa (KPL, 50-66-01). Tal como se
muestra en la figura 19, se observé una mejora en la cantidad de produccion de aproximadamente el 19% y
aproximadamente el 13% en la cepa en la que se habia introducido CHO BiP y la cepa en la que se habia
introducido CHO PDI, en comparacion con la cepa control (es decir, una cepa en la que soélo se habia introducido el
gen de anticuerpo). Cuando se introdujeron genes de chaperonas en combinacion, ademas, se encontré que la
cantidad de produccion secretora aumentaba aproximadamente el 30% en la cepa en la que se habian introducido
CHO BiP+ERO1-Lp humana y CHO PDI+ERO1-LB humana, en comparacién con la cepa control (es decir, una cepa
en la que sdlo se habia introducido el gen de anticuerpo).

[Ejemplo 21] Construccién de un vector de expresién para un gen de chaperonas solo

(1) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen de ERO1-La humana

ERO1-La humana (hERO1-La, n.° de registro Q96HE7) es un homologo funcional de OmERO1 y comprende una
secuencia de aminoacidos compuesta por 468 residuos de aminoacido (SEQ ID NO: 144) codificada por una
secuencia de nucledtidos de 1.407 pb (SEQ ID NO: 143). Se sintetizd el gen de hERO1-La teniendo en cuenta la
preferencia de codones de O. minuta (Operon Biotechnologies). A partir de un plasmido que portaba el fragmento de
ADN con una secuencia de nucleétidos confirmada, se recuperd un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 145) que
contenia hERO1-La sintética por medio de digestion con Sall y EcoT221 con el uso del sitio de enzima de restriccion
Sall y el sitio de enzima de restriccion EcoT22I que se habian introducido en el momento de la sintesis. Con el fin de
expresar de manera constitutiva hERO1-La sintética en O. minuta, se ligd hERO1-La. a pOMexGP1U recuperado por
medio de digestion con Sall y EcoT22] dado a conocer en el documento WO 2003/091431. Se designo el plasmido
resultante como onaP17608.

(2) Construccion de un vector de expresion constitutiva para el gen de ERO1-LB humana
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ERO1-LB humana (hERO1-LB, n.° de registro NP_063944) es un homadlogo funcional de¢ OmERO1 y comprende una
secuencia de aminoacidos compuesta por 467 residuos de aminoacido (SEQ ID NO: 147) codificada por una
secuencia de nucleotidos de 1.404 pb (SEQ ID NO: 146). Se sintetiz6 el gen de hERO1-Lp teniendo en cuenta la
preferencia de codones de O. minuta (Operon Biotechnologies). A partir de un plasmido que portaba el fragmento de
ADN con una secuencia de nucleétidos confirmada, se recuperd un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 148) que
contenia hERO1-La sintética por medio de digestion con Sall y EcoT22I con el uso del sitio de enzima de restriccion
Sall y el sitio de enzima de restriccion EcoT22I que se habian introducido en el momento de la sintesis. Con el fin de
expresar de manera constitutiva hERO1-LB sintética en O. minuta, se ligdé hERO1-Lp sintética a pOMexGP1U
recuperado por medio de digestion con Sall y EcoT221 dado a conocer en el documento WO 2003/091431. Se
designé el plasmido resultante como onaP17808.

(3) Construccién de un vector de expresion constitutiva para el gen de GRP78 humana

GRP78 humana (hGRP78, n.° de registro NP_005338) es un homadlogo funcional de OmKar2 y comprende una
secuencia de aminoacidos compuesta por 654 residuos de aminoacido (SEQ ID NO: 150) codificada por una
secuencia de nucledtidos de 1.965 pb (SEQ ID NO: 149). Se sintetizé el gen de hGRP78 teniendo en cuenta la
preferencia de codones de O. minuta (Operon Biotechnologies). A partir de un plasmido que portaba el fragmento de
ADN con una secuencia de nucleétidos confirmada, se recuperd un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 151) que
contenia hGRP78 sintética por medio de digestion con Sall y EcoT22] con el uso del sitio de enzima de restriccion
Sall y el sitio de enzima de restriccién EcoT22I| que se habian introducido en el momento de la sintesis. Con el fin de
expresar de manera constitutiva hGRP78 sintética en O. minuta, se ligdé hGRP78 sintética a pOMexGP1U
recuperado por medio de digestion con Sall y EcoT22l dado a conocer en el documento WO 2003/091431. Se
designoé el plasmido resultante como onaP17408.

[Ejemplo 22] Construccién de un vector de expresién para una combinacion de genes de chaperonas

(1) Construccién de un vector de coexpresion y expresion constitutiva para el gen de hPDI sintética y el gen de
hERO1-La sintética

Se recupero la region de hERO1-La sintética a partir del vector de expresion constitutiva para hERO1-La sintética,
onaP17608, con el uso de las enzimas de restriccion Sall y EcoT22l. Tras digerir el vector pZ/GpGt construido en el
ejemplo 4 con las enzimas de restriccion Sall y EcoT22l, se introdujo el fragmento de Sall-EcoT22| que contenia
hERO1-La sintética para construir pZ/GpGt/hERO1-La sintética. Posteriormente, se digirid6 pZ/GpGt/hERO1-La
sintética con la enzima de restriccion Apal y se recuperd un fragmento que contenia el promotor de GAP-hERO1-La
sintética-terminador de GAP (el casete de expresion de hERO1-La sintética). Se introdujo el casete de expresion de
hERO1-La sintética recuperado en la enzima de restriccion Apal del vector de expresion de hPDI sintética
(onaP09107), se confirmé la direccion de insercion por medio de PCR y se selecciond un vector en el que se habia
introducido el casete de expresion de hPDI sintética y el casete de expresion de hERO1-La sintética en una
orientacion inversa uno con respecto a otro alrededor del marcador URA3 del vector de expresion de hPDI sintética
(onaP09107). Se designd el vector de coexpresion resultante para hPDI sintética y hERO1-La sintética como
onaP18208.

(2) Construccién de un vector de coexpresion y expresion constitutiva para el gen de hPDI sintética y el gen de
hERO1-Lp sintética

Se recupero la region de hERO1-Lp sintética a partir del vector de expresion constitutiva para hERO1-LJ sintética,
onaP 17608, con el uso de las enzimas de restriccion Sall y EcoT22l. Tras digerir el vector pZ/GpGt construido en el
ejemplo 4 con las enzimas de restriccion Sall y EcoT22l, se introdujo el fragmento de Sall-EcoT22| que contenia
hERO1-LB sintética para construir pZ/GpGt/hERO1-Lp sintética. Posteriormente, se digiri6 pZ/GpGt/hERO1-LJ
sintética con la enzima de restriccion Apal y se recuperd un fragmento que contenia el promotor de GAP-hERO1-LB
sintética-terminador de GAP (el casete de expresion de hERO1-L sintética). Se introdujo el casete de expresion de
hERO1-LB sintética recuperado en la enzima de restriccion Apal del vector de expresion de hPDI sintética
(onaP09107), se confirmd la direccion de insercion por medio de PCR y se selecciond un vector en el que se habian
insertado el casete de expresion de hPDI sintética y el casete de expresiéon de hERO1-LB sintética en una
orientacion inversa uno con respecto a otro alrededor del marcador URA3 del vector de expresion de hPDI sintética
(onaP09107). Se designod el vector de coexpresion resultante para hPDI1 sintética y hERO1-LB sintética como
onaP18308.

(3) Construccién de un vector de coexpresion y expresion constitutiva para el gen de hPDI sintética y el gen de
hGRP78 sintética

Se recupero la region de hGRP78 sintética a partir del vector de expresion constitutiva para hGRP78 sintética,
onaP 17408, con el uso de las enzimas de restriccion Sall y EcoT22I. Tras digerirse el vector pZ/GpGt construido en
el ejemplo 4 con las enzimas de restriccion Sall y EcoT22I, se introdujo el fragmento de Sall-EcoT22| que contenia
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hGRP78 sintética para construir pZ/GpGt/hGRP78 sintética. Posteriormente, se digirid6 pZ/GpGt/hGRP78 sintética
con la enzima de restriccion Apal y se recuperd un fragmento que contenia el promotor de GAP-hGRP78 sintética-
terminador de GAP (el casete de expresion de hGRP78 sintética). Se introdujo el casete de expresion de hGRP78
sintética recuperado en la enzima de restriccion Apal del vector de expresién de hPDI sintética (onaP09107), se
confirmo la direccion de insercion por medio de PCR y se selecciond un vector en el que se habian insertado el
casete de expresion de hPDI sintética y el casete de expresion de hGRP78 sintética en una orientacion inversa uno
con respecto a otro alrededor del marcador URA3 del vector de expresion de hPDI sintética (onaP09107). Se
designé el vector de coexpresion resultante para hPDI1 sintética y hGRP78 sintética como onaP18108.

(4) Construccion de un vector de coexpresion y expresion constitutiva para el gen de hPDI sintética, el gen de
hERO1-La sintética y el gen de hGRP78 sintética

Se construy6 un vector de coexpresion para hPDI sintética y hERO1-La sintética por medio de la regulacion de la
expresion mediante el promotor de GAP y para hGRP78 sintética por medio de la regulacion de la expresion
mediante el promotor de PGK de la siguiente manera.

Se recupero la region de terminador de PGK a partir del plasmido pOU1/Kar2-PptK construido en el ejemplo 4 con el
uso de las enzimas de restriccion EcoT22l y Kpnl. Ademas, se recuperd la region de hGRP78 sintética a partir del
plasmido onaP17408 con el uso de las enzimas de restriccion Sall y EcoT22l. Se ligaron tres fragmentos, es decir, el
plasmido pUC119 (Takara Bio, TKR-3319) preparado con la ayuda de las enzimas de restriccion Sall y Kpnl, la
region de terminador de PGK recuperada por medio de digestion con las enzimas de restriccion EcoT22ly Kpnl, y la
region de hGRP78 sintética recuperada por medio de digestion con las enzimas de restriccion Sall y EcoT22l, entre
si para construir pUC119/hGRP78 sintética+PGKt. Posteriormente, se sometieron la regién de promotor de PGK
recuperada de pOU1/Kar2-PptK con la ayuda de las enzimas de restriccion Kpnl y Sall, la hGRP78 sintética
recuperada de pUC119/hGRP78 sintética+tPGKt con la ayuda de las enzimas de restriccion Sall y Kpnl, y el
plasmido pUC119 (Takara Bio, TKR-3319) preparado por medio de digestion de la region de terminador de PGK con
la enzima de restriccion Kpnl, a ligamiento de 3 fragmentos. Por tanto, se obtuvo pUC119/PGKp + hGRP78 sintética
+ PGKt. Posteriormente, se digiri6 pUC119/PGKp + hGRP78 sintética + PGKt con la enzima de restriccion Kpnl, se
recuper6é un fragmento que contenia el promotor de PGK-hGRP78 sintética-terminador de PGK (el casete de
expresion de hGRP78 sintética) y se introdujo el fragmento resultante en el sitio de enzima de restriccion Kpnl del
vector de coexpresion (onaP18208) para hPDI sintética y hERO1-La sintética para construir un vector de
coexpresion (onaP18508) para hPDI sintética, hERO1-La sintética y hGRP78 sintética.

(5) Construccion de un vector de coexpresion y expresion constitutiva para el gen de hPDI sintética, el gen de
hERO1-Lp sintética y el gen de hGRP78 sintética

Se construyd un vector de coexpresion para hPDI sintética y hERO1-Lp sintética por medio de la regulacion de la
expresion mediante el promotor de GAP y para hGRP78 sintética por medio de la regulacion de la expresion
mediante el promotor de PGK de la siguiente manera.

Se digirié el pUC119/PGKp + hGRP78 sintética + PGKt construido en (4) anterior con la enzima de restriccion Kpnl,
se recuperd un fragmento que contenia el promotor de PGK-hGRP78 sintética-terminador de PGK (el casete de
expresion de hGRP78 sintética) y se introdujo el fragmento en el sitio de enzima de restriccion Kpnl del vector de
coexpresion (onaP18308) para hPDI sintética y hERO1-Lp sintética para construir el vector de coexpresion
(onaP18608) para hPDI sintética, hERO1-Lp sintética y hGRP78 sintética.

(6) Construccion de un vector de coexpresion y expresion constitutiva para el gen de hPDI sintética, el gen OmERO1
y el gen de hGRP78 sintética

Se construyd un vector de coexpresion para hPDI sintética y OmERO1 por medio de la regulaciéon de la expresion
mediante el promotor de GAP y para hGRP78 sintética por medio de la regulacién de la expresion mediante el
promotor de PGK de la siguiente manera.

Se digirié el pUC119/PGKp + hGRP78 sintética + PGKt construido en (4) anterior con la enzima de restriccion Kpnl,
se recuperd un fragmento que contenia el promotor de PGK-hGRP78 sintética-terminador de PGK (el casete de
expresion de hGRP78 sintética) y se introdujo el fragmento en el sitio de enzima de restriccion Kpnl del vector de
coexpresion (onaP11107) para hPDI sintética y OmERO1 para construir el vector de coexpresion (onaP18708) para
hPDI sintética, OmMERO1 y hGRP78 sintética.

[Ejemplo 23] Preparacién de una cepa de levadura con introduccién de chaperonas (O. minuta)

Se digirieron todos los vectores de expresion constitutiva para genes de chaperonas construidos en el ejemplo 21 y
en el ejemplo 22 con la enzima de restriccion Notl y entonces se introdujeron en la cepa YK5 de O. minuta
(Aoch1Ayps1Aura3Aadel: cepa deficiente en el gen YPS1 de proteasa de Ogafaea minuta) por medio de
electroporacién. Se llevé a cabo la electroporacion en las condiciones descritas en el documento WO 2003/091431.
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Tras la electroporacion, se aplicé el transformante sobre medio de agar Casamino-U que se habia esterilizado por
medio de inyeccion de vapor a presion (6,7 g/l de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos, 0,5 g/l de
casaminoacidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptéfano, 20 mg/I de adenina y 20 g/l de agar Bacto), y se dej6é que
el transformante creciera a 30°C durante aproximadamente de 2 a 3 dias. Se dejé que el transformante crecido
volviera a crecer sobre medio de agar Casamino-U y se seleccion6 un transformante en el que se habia introducido
una chaperona, regulandose se expresion mediante el promotor de GAP, por medio de PCR de colonias. Se
suspendi6 parte de la levadura que habia crecido sobre medio de agar Casamino-U en 10 pl de disolucion de SDS al
0,25%, se afadieron 90 ul de agua esterilizada y entonces se retiraron las células de levadura por medio de
centrifugacion a 2.700 x g y 4°C durante 5 minutos. Se designé el sobrenadante obtenido como disolucion de ADN.
Se designoé una cepa en la que se observaba amplificacion con el uso del cebador GAPpforS-F disefiado dentro de
la secuencia de promotor de GAP (5-GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3’: SEQ ID NO: 76) y el cebador mostrado a
continuacién como cepa en la que se habia introducido un vector de expresion constitutiva para chaperona. Dado
que se expres6 hGRP78 sintética con el uso del promotor de PGK cuando se construyd un vector de coexpresion
para tres genes de chaperonas, se confirmd la introduccion del casete de expresion de promotor de PGK-hGRP78
sintética-terminador de PGK con el uso del cebador PGKpforS-F que se disefidé dentro de la secuencia de promotor
de PGK (5-TAACGCCGCATAGAACTAGC-3: SEQ ID NO: 77) y el cebador G78-EcoT-R (5
ATGGATTTACAACTGGTCC-3": SEQ ID NO: 154).

(p10) Cebador usado para confirmar la introduccion de hPDI sintética

ShPDI-ttaR: 5-GATGCATTTACAACTCGTCCTTAAC-3’ (SEQ ID NO: 78)

(p16) Cebador usado para confirmar la introduccion de hERO1-La sintética

E1La-EcoT-R: 5-ATGCATTTAGTGGATGTTTTG-3’ (SEQ ID NO: 155)

(p17) Cebador usado para confirmar la introduccion de hERO1-Lp sintética

E1Lb-EcoT-R: 5-ATGCATTTATCTGGAGTGTTG-3’ (SEQ ID NO: 156)

(p18) Cebadores usados para confirmar la introduccion de hPDI sintética + hERO1-La sintética

ShPDI-ttaR: 5-GATGCATTTACAACTCGTCCTTAAC-3’ (SEQ ID NO: 78) y

E1La-EcoT-R: 5-ATGCATTTAGTGGATGTTTTG-3’ (SEQ ID NO: 155)

(p19) Cebadores usados para confirmar la introduccion de hPD1 sintética y hERO1-Lj sintética

ShPDI-ttaR: 5-GATGCATTTACAACTCGTCCTTAAC-3’ (SEQ ID NO: 78) y

E1Lb-EcoT-R: 5-ATGCATTTATCTGGAGTGTTG-3’ (SEQ ID NO: 156)

(p20) Cebadores usados para confirmar la introduccion de hPDI sintética + hGRP78 sintética

ShPDI-ttaR: 5-GATGCATTTACAACTCGTCCTTAAC-3’ (SEQ ID NO: 78) y

G78-EcoT-R: 5-ATGCATTTACAACTCGTCC-3’ (SEQ ID NO: 154)

(p21) Cebadores usados para confirmar la introduccion de HPDI sintética, hERO1-La. sintética y hGRP78 sintética
ShPDI-ttaR: 5-GATGCATTTACAACTCGTCCTTAAC-3’ (SEQ ID NO: 78),

E1La-EcoT-R: 5-ATGCATTTAGTGGATGTTTTG-3’ (SEQ ID NO: 155) y

G78-EcoT-R: 5-ATGCATTTACAACTCGTCC-3’ (SEQ ID NO: 154)

(p22) Cebadores usados para confirmar la introduccion de hPDI sintética, hERO1-Lp sintética y hGRP78 sintética
ShPDI-ttaR: 5-GATGCATTTACAACTGGTCCTTAAC-3’ (SEQ ID NO: 78),

E1Lb-EcoTR: 5-ATGGATTTATCTGGAGTGTTG-3' (SEQ ID NO: 156) y

G78-EcoT-R: 5-ATGCATTTACAACTCGTCC-3’ (SEQ ID NO: 154)

(p23) Cebadores usados para confirmar la introduccion de hPDI sintética, OmMERO1 y hGRP78 sintética
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ShPDI-ttaR: 5-GATGCATTTACAACTCGTCCTTAAC-3’ (SEQ ID NO: 78),

OMEROT22I: 5-GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3' (SEQ ID NO: 45) y

G78-EcoT-R: 5-ATGCATTTACAACTCGTCC-3' (SEQ ID NO: 154)

Se llevé a cabo una PCR usando TaKaRa LA Tag™ con tampon GC (Takara Bio, RR0O2AG) a 94°C durante 30
segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante de 60 a 180 segundos para amplificar el fragmento diana, y se
repitid este ciclo 30 veces. Se designd cada uno de los transformantes a continuacion en los que se observaba
amplificacién como cepa de expresion constitutiva para chaperona.

(E17) Cepa de expresion constitutiva para hERO1-La sintética; la cepa ona56407

(E18) Cepa de expresion constitutiva para hERO1-Lp sintética; la cepa ona56907

(E19) Cepa de expresion constitutiva para hGRP78 sintética; la cepa ona57007

(E20) Cepa de expresion constitutiva para hPDI sintética y hERO1-La. sintética; la cepa ona65708

(E21) Cepa de expresion constitutiva para hPDI sintética y hERO1-L sintética; la cepa ona66008

(E22) Cepa de expresion constitutiva para hPDI sintética y hGRP78 sintética; la cepa ona66108

(E23) Cepa de expresion constitutiva para hPDI sintética, hERO1-La sintética y hGRP78 sintética; la cepa ona68708
(E24) Cepa de expresion constitutiva para hPDI sintética, hERO1-Lp sintética y hGRP78 sintética; la cepa ona68908
(E25) Cepa de expresion constitutiva para hPDI sintética, OmERO1 y hGRP78 sintética; la cepa ona69108

[Ejemplo 24] Construccién de una cepa de levadura (O. minuta) productora de anticuerpo gue expresa de manera
constitutiva una chaperona

Se introdujo el vector de expresion para el gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL (documento WO 2001/083560)
construido en el ejemplo 2 en una cepa que expresa de manera constitutiva un Unico gen de chaperonas, una cepa
que expresa de manera constitutiva dos tipos de genes de chaperonas y una cepa que expresa de manera
constitutiva tres tipos de genes de chaperonas cultivadas en el ejemplo 23, respectivamente, por medio de
electroporacion. Como cadena pesada de anticuerpo, se us6 1 pg de onaP02706 digerido con la enzima de
restriccion Sse83871. Como cadena ligera de anticuerpo, se usé 1 ug de onaP03106 digerido con la enzima de
restriccion Notl. Tras la electroporacion, se aplicod el transformante sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le
habia afadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentracién de 100 ug/ml (6,7 g/l de base nitrogenada de
levadura sin aminoacidos, 0,5 g/l de casaminoacidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptéfano y 20 g/l de agar
Bacto) y se dejo que el transformante creciera a 30°C durante aproximadamente de 2 a 3 dias. Se dejé que el
transformante crecido volviera a crecer sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le habia afiadido Zeocin™
(Invitrogen, R250-01) a una concentracién de 100 ug/ml de medio de agar, se examind una cepa que secreta y
produce un anticuerpo. Se selecciond la cepa ona77108 como la cepa que expresa de manera constitutiva hERO1-
La sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccioné la cepa ona62508 como la cepa
que expresa de manera constitutiva hERO1-Lp sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se
selecciond la cepa ona61808 como la cepa que expresa de manera constitutiva hGRP78 sintética y que tiene el gen
de anticuerpo introducido en la misma, se seleccioné la cepa ona77408 como la cepa que expresa de manera
constitutiva hPDI sintética/hERO1-La sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se
seleccionod la cepa ona77808 como la cepa que expresa de manera constitutiva hPDI sintética/hERO1-LJ sintética y
que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccioné la cepa ona78208 como la cepa que expresa
de manera constitutiva hPDI sintética/hGRP78 sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se
selecciond la cepa ona78808 como la cepa que expresa de manera constitutiva hPDI sintética/hERO1-La
sintética/lhGRP78 sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccion6 la cepa ona79608
como la cepa que expresa de manera constitutiva hPDI sintética/hERO1-L sintética/hGRP78 sintética y que tiene el
gen de anticuerpo introducido en la misma, y se selecciond la cepa ona80308 como la cepa que expresa de manera
constitutiva hPDI sintética/lOmERO1/hGRP78 sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma.

[Ejemplo 25] Efectos de una chaperona sobre la produccién secretora de anticuerpo

Con el uso de la cepa que expresa de manera constitutiva una chaperona derivada de ser humano y que tiene el
gen de anticuerpo introducido en la misma obtenida en el ejemplo 24, se examinaron los efectos de introduccion de
una chaperona derivada de ser humano sobre la produccion secretora de anticuerpo. Ademas, se examinaron los
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efectos de la potenciaciéon de la produccion secretora de anticuerpo con la adicién de inhibidores de PMT que se
encontraron en el ejemplo 7. Tal como se muestra en la figura 20, una cepa control (es decir, la cepa ona02306)
presentaba una cantidad de produccion secretora de anticuerpo de aproximadamente 0,4 mg/l, la cepa que expresa
de manera constitutiva hPDI sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa
ona39307) presentaba una de aproximadamente 3,1 mg/l, la cepa que expresa de manera constitutiva hERO1-La y
que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona77108) presentaba una de
aproximadamente 0,7 mg/l, la cepa que expresa de manera constitutiva hERO1-LJ y que tiene el gen de anticuerpo
introducido en la misma (es decir, la cepa ona62508) presentaba una de aproximadamente 1,4 mg/l, la cepa que
expresa de manera constitutiva hGRP78 y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa
ona61808) presentaba una de aproximadamente 1,0 mg/l, la cepa que expresa de manera constitutiva hPDI
sintética/hERO1-La sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona77408)
presentaba una de aproximadamente 1,4 mg/l, la cepa que expresa de manera constitutiva hPDI sintética/hERO1-LJ
sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona77808) presentaba una de
aproximadamente 1,0 mg/l, la cepa que expresa de manera constitutiva hPDI sintética/hGRP78 sintética y que tiene
el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona78208) presentaba una de aproximadamente
2,3 mg/l, la cepa que expresa de manera constitutiva hPDI sintética/hERO1-La sintética/hGRP78 sintética y que
tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona78808) presentaba una de
aproximadamente 0,8 mg/l, la cepa que expresa de manera constitutiva hPDI sintética/hERO1-Lp sintética/hGRP78
sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona79608) presentaba una de
4,1 mg/l, y la cepa que expresa de manera constitutiva hPDI sintética/OmERO1/hGRP78 sintética y que tiene el gen
de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona80308) presentaba una de aproximadamente 5,6 mgl/l.
Potenciando la expresién de chaperona derivada de ser humano, se mejoré la capacidad de produccion secretora de
anticuerpo en aproximadamente de 2 a 13 veces. Afladiendo inhibidores de PMT al cultivo, ademas, todas las cepas
productoras de anticuerpo presentaban las cantidades aumentadas de produccién secretora de anticuerpo, tal como
se muestra en la figura 20. En particular, la cepa que expresa de manera constitutiva hPDI sintética/hERO1-L
sintética/lhGRP78 sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona79608)
presentaba una cantidad de produccion secretora de anticuerpo de 9,7 mg/l y la cepa que expresa de manera
constitutiva hPDI sintética/OmERO1/hGRP78 sintética y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es
decir, la cepa ona80308) presentaba una de aproximadamente 12,5 mg/l. Se demostré que tales cepas presentaban
una cantidad de produccion secretora de anticuerpo mejorada aproximadamente 23 veces y aproximadamente 30
veces mas que la de un cultivo control. Tal como se muestra en la figura 21, se confirmé por medio de analisis de
inmunotransferencia de tipo Western tras electroforesis en condiciones no reductoras que aparentemente se
secretaba y producia un anticuerpo de longitud completa (H2L2). Como en el caso de la expresion del/de los gen(es)
de chaperonas derivado(s) de O. minuta solos o en combinacion, también se mejoré la capacidad para la produccion
secretora de anticuerpo cuando la expresion del/de los gen(es) de chaperonas derivado(s) de ser humano se
potenciaron solos o en combinacion. Afadiendo inhibidores de PMT al cultivo, ademas, se mejor6 la capacidad de
produccién secretora de anticuerpo en aproximadamente de 23 a 30 veces.

[Ejemplo 26] Efectos de una chaperona sobre la expresién de lisozima humana

(1) Construccién de un vector de expresion para lisozima humana

La lisozima humana (hLyz, n.° de registro NM_000239) esta codificada por un gen que comprende 447 pares de
bases y comprende 148 residuos de aminoacido. Con el fin de expresarse de manera eficaz en O. minuta y con el fin
de expresarse en forma de una proteina de fusidon con la sefial de secrecion (denominada a continuacion en el
presente documento “sefial de secrecion aMF”) de MF alpha1 derivado de S. cerevisiae (niumero de registro
GENBANK; P01149) para la secrecion de manera eficaz en O. minuta, se sintetizo el gen de hLyz fusionada a sefal
de secrecion aMF teniendo en cuenta la preferencia de codones de O. minuta. Se construyé un vector de expresion
ligando un fragmento que contenia el marcador ADE1 que se obtuvo digiriendo pOMex4A dado a conocer en el
documento WO 2003/091431 con las enzimas de restriccion Kpnl y Apal, a un fragmento que contenia el promotor
de GAP y el terminador de GAP obtenido digiriendo pOMexGP1U dado a conocer en el documento WO
2003/091431 con las enzimas de restriccion Kpnl y Apal, y se designé el fragmento resultante como el vector
pOMEGPA-1 (Sall-EcoT22l). Se introdujo el gen de hLyz fusionada a sefial de secrecion aMF recuperado por medio
de digestion con las enzimas de restriccion Sall y EcoT22] en pPOMEGPA-1 (Sall-EcoT22l) preparado con la ayuda
de las enzimas de restriccion Sall y EcoT221 para construir un vector de expresion para el gen de hLyz fusionada a
sefial de secrecion aMF (onaP21808).

(2) Construccién de una cepa de levadura (O. minuta) que produce hLyz fusionada a sefial de secrecién aMF

Se introdujo el vector de expresion para el gen de hLyz fusionada a sefal de secrecion aMF, onaP21808, construido
en (1) en la cepa ona01206 que complementa una mutacion de delecion de ura3 de la cepa YK5 de O. minuta
construida en el ejemplo 6, una cepa que expresa de manera constitutiva una combinacién de chaperonas; es decir,
OmPDI1, OmERO1 y OmKar2, de la cepa YK5 de O. minuta cultivada en el ejemplo 5 (es decir, la cepa ona44607),
y una cepa que expresa de manera constitutiva una combinacion de chaperonas derivadas de ser humano; es decir,
hPDI sintética, hERO1-Lp sintética y hGRP78 sintética, cultivada en el ejemplo 23 (es decir, la cepa ona68908),
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respectivamente, por medio de electroporacion. Con el uso de 1 ug de onaP21808 digerido con la enzima de
restriccion Notl, se aplicaron los transformantes sobre medio de agar Casamino-U-A (6,7 g/I de base nitrogenada de
levadura sin aminoacidos, 0,5 g/l de casaminoacidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptéfano y 20 g/l de agar
Bacto) tras electroporacion, y se dejo que los transformantes crecieran a 30°C durante aproximadamente de 2 a 3
dias. Se dejo que los transformantes crecidos crecieran de nuevo sobre medio de agar Casamino-U-A y entonces se
cultivaron.

(3) Efectos de una chaperona sobre la produccién secretora de lisozima humana

Se introdujo el vector de expresién para el gen de hLyz fusionada a sefal de secrecion aMF, onaP21808, en la cepa
ona01206 en la que no se habia introducido una combinaciéon de chaperonas, una cepa que expresa de manera
constitutiva una combinacién de genes de chaperonas derivados de O. minuta; es decir, OmPDI1, OmERO1 y
OmKar2 (es decir, la cepa ona44607) y una cepa que expresa de manera constitutiva una combinacion de genes de
chaperonas derivados de ser humano; es decir, hPDI sintética, hERO1-L sintética y hGRP78 sintética (es decir, la
cepa ona68908). Se seleccionaron de manera arbitraria tres clones de las colonias resultantes y se cultivaron. Con
el uso de medio 2x YP-P6-GG (se prepard el medio disolviendo 20 g de extracto de levadura Difco y 40 g de
peptona Bacto en 900 ml de agua pura, esterilizando la disolucion por medio de inyeccidon de vapor a presion y
afadiendo 100 ml de tampdn fosfato 10x (pH 6,0) (KH2PO4 1 M, (NH4)2SO4 0,15 M, KOH 0,375 N) esterilizado por
separado, 10 ml de una disolucion de glucosa al 50% esterilizada por separado y 25 ml de glicerina al 80%
esterilizada por separado), se introdujeron 800 ul de medio 2x YP-P6-GG en una placa de 96 pocillos profundos
(Greiner, 780271), se sembraron las cepas con el uso de un palillo de dientes y se sell6 la parte superior de la placa
con selladores de placa permeables al CO; (Greiner, 676051). Tras llevar a cabo el cultivo a una velocidad de
agitacion de 310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30°C durante 2 dias, se afiadieron 100 pl de medio 2x YP-P6-GG
que contenia derivado de acido rodanin-3-acético 1c 20 uM y se afiadieron 100 pl de medio 2x YP-P6-GG que
contenia 20 uM de 1c tres dias mas tarde. Se retiraron las células de levadura de la disolucién cultivada por medio
de centrifugacion a 2.700 x g y 4°C durante 5 minutos, se prepard un sobrenadante de cultivo y se designé el
sobrenadante resultante como muestra de lisozima humana secretada.

Se evaluo la lisozima humana secretada y producida por medio de analisis de inmunotransferencia de tipo Western y
en términos de actividad bacteriolitica. Se llevd a cabo un analisis de inmunotransferencia de tipo Western
sometiendo la lisozima humana secretada y producida a SDS-PAGE en condiciones reductoras, transfiriendo la
proteina separada a la membrana de PVDF y realizando la deteccion usando el kit de deteccion de
inmunotransferencia de tipo Western ECL Advance (GE, RPN2135) con el uso de la fraccion de IgG conjugada con
peroxidasa del rabano de antisuero de conejo policlonal frente a lisozima humana (Nordic Immunological
Laboratories, RAHu/Lys/PO).

Ademas, se sometid a ensayo la actividad bacteriolitica de la siguiente manera. Se usaron bacterias de M.
lysodeikticus como sustrato y se suspendié en tampon fosfato 50 mM para preparar una disolucion de sustrato con
una concentracion de 0,16 mg/ml. A 240 pl de esta disolucion de sustrato, se le afiadieron 10 pl de un sobrenadante
de cultivo (la lisozima humana secretada) y se incubd la mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Después de esto, se sometioé a ensayo la absorbancia a 450 nm. Dado que la lisozima humana degrada la pared de
la célula bacteriana, la lisozima humana que presenta una mayor actividad presenta una menor absorbancia. Por
tanto, se definié una unidad de actividad de lisozima como la cantidad de una enzima que es necesaria para reducir
la absorbancia a 450 nm en 0,001 por minuto. Ademas, se sometié a ensayo la cantidad total de proteinas en el
sobrenadante de cultivo usando el kit de ensayo de proteina DC Il (Bio-Rad, 500-0112JA) usando albumina sérica
bovina como patrén.

Los resultados del analisis de inmunotransferencia de tipo Western demuestran que se expresa lisozima humana en
todas las cepas sometidas a prueba (figura 22). Ademas, se encontré que la cepa en la que se habian introducido
genes de chaperonas derivados de O. minuta; OmPDI1, OmERO1 y OmKar2, o la cepa en la que se habian
introducido genes de chaperonas derivados de ser humano; hPDI sintética, hERO1-Lp sintética y hGRP78 sintética,
presentaban una capacidad para secrecion y produccion de lisozima humana mejorada en aproximadamente 1,5
veces 0 mas que la de la cepa en la que no se habia introducido una chaperona, basandose en la actividad
bacteriolitica sometida a ensayo (tabla 3).
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Tabla 3

Huésped Chaperona Clon Actividad Cantidad total Actividad

introducida bacteriolitica de proteina especifica

(unidad/ml) (mg/ml) (unidad/mg)

Ona01206 Ninguna 1 23,0 51 0,45
Ona01206 Ninguna 2 22,3 53 0,42
Ona01206 Ninguna 3 22,0 52 0,43
Ona44607 PEK 1 33,3 50 0,67
Ona44607 PEK 2 34,0 51 0,67
Ona44607 PEK 3 34,0 53 0,65
Ona68908 hPEBRG 1 36,0 53 0,68
Ona68908 hPEBRG 2 29,3 48 0,61
Ona68908 hPEBRG 3 33,3 51 0,65

PEK = OmPD11 + OmERO1 + OmKar2
hPEBG = hPD1 sintética + hERO1-Lp sintética + hGRP78 sintética

[Ejemplo 27] Construccion de una cepa de expresion constitutiva para una combinacion de chaperonas en una cepa
deficiente en proteina manosil transferasa (PMT) de O. minuta

(1) Preparacion de una cepa deficiente en el gen PMT4 en la que se habian introducido genes de las proteinas
chaperonas derivadas de O. minuta (PDI1/EPO1/Kar2)

(1-1) Preparaciéon de un vector deficiente en el gen PMT4

Se llevd a cabo una PCR usando ADN cromosémico de la cepa IFO10746 de O. minuta como molde, el cebador
PMT4inf5’armF (5-CGGGCCCCCCCTCGAGTCTATGCTCCAAGACCT-3: SEQ ID NO: 157) y el cebador
PMT4inf5armR (5-TACCGTCGACCTCGATCAACAACCACTGATTCC-3’ : SEQ ID NO: 158) a 94°C durante 30
segundos, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos, y se repitid este ciclo 25 veces. Se recuperd un
fragmento de ADN amplificado de aproximadamente 2,2 kb, se introdujo el fragmento recuperado en rURApBKS
preparado con la ayuda de la enzima de restriccion Xhol usando el kit In-Fusion (Clontech, 631774) y se confirmé la
secuencia de nucledtidos del fragmento de ADN insertado. Se design6 el plasmido resultante como
PMT4K/O5armrURA3. Ademas, se llevd a cabo una PCR usando ADN cromosomico de la cepa IFO10746 de O.
minuta como molde, el cebador PMT4inf3’armF (5-AGTTCTAGAGCGGCCATCCTATACCTGTCGTGCCT-3: SEQ
ID NO: 1589) y el cebador PMT4inf3’armR (5-~ACCGCGGTGGCGGCCGCTCGTGTTGTTCCAGGTAATCC-3: SEQ
ID NO: 160) a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos, y se repitio este ciclo 25
veces. Se recuperd un fragmento de ADN amplificado de aproximadamente 2,5 kb, se introdujo el fragmento
recuperado en PMT4K/O5armrURA3 preparado con la ayuda de la enzima de restriccion Notl usando el kit de
clonacion por PCR In-Fusion (Clontech, 631774) y se confirmé la secuencia de nucledtidos del fragmento de ADN
insertado. Se designa el vector resultante como PMT4K/O/rURAS.

(1-2) Preparacién de una cepa deficiente en PMT4 de O. minuta (Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt4)

Se digirid el vector deficiente en el gen PMT4, PMT4K/O/rtURA3, construido en (1-1) anterior con las enzimas de
restriccion Xhol y Nofl, y se introdujo el resultado en la cepa YK5 de O. minuta (Aoch1Ayps1Aura3Aade1) por medio
de electroporacion. Con el fin de confirmar que se habia destruido el gen PMT4 en esta cepa, se sintetizaron los
cebadores mostrados a continuacion.

PMT4PCRS’armF: 5-GGTAGAGGACCGTATGTAGC-3’ (SEQ ID NO: 161)
PMT4PCR5armR: 5-CAATGAAACGTTTCCGTAGGT-3 (SEQ ID NO: 162)
PMT4PCR3'armF3: 5-TGCGAAATCGGGCCCTCT-3 (SEQ ID NO: 163)
PMT4PCR3’armR3: 5-CCGGAGTTTGCACGGCTAC-3' (SEQ ID NO: 164)

Se suspendio parte de la levadura transformada que se habia multiplicado sobre medio de agar Casamino-U en
10 pl de una disolucién de SDS al 0,25%, se afiadieron 90 ul de agua esterilizada y entonces se retiraron las células
de levadura por medio de centrifugacion a 2.700 x g y 4°C durante 5 minutos. Se designé el sobrenadante obtenido
como disolucion de ADN. Se llevé a cabo una PCR usando el cebador PMT4PCR5’armF (SEQ ID NO: 161) y el
cebador PMT4PCR5’armR (SEQ ID NO: 162) a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 2
minutos, y se repitio este ciclo 25 veces. En la cepa a la que se habia incorporado en el locus de PMT4 el fragmento
introducido, se detectd un fragmento amplificado de 5,8 kb tal como se deduce. De manera similar, se llevé a cabo
una PCR usando el cebador PMT4PCR3’armF (SEQ ID NO: 163) y el cebador PMT4PCR3’armR (SEQ ID NO: 164)
a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 3 minutos, y se repitié este ciclo 25 veces. En la
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cepa a la que se habia incorporado en el locus de PMT4 el fragmento introducido, se detectd un fragmento
amplificado de 7,4 kb tal como se deduce. Se designd la cepa seleccionada como la cepa YK41 de O. minuta
(Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt4::rURA3).

(1-3) Preparacion de cepa deficiente en PMT4 de O. minuta (Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt4) en la que se habian
introducido los genes de chaperonas

Se cultivo la cepa YK41 de O. minuta (Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt4::rURA3) preparada en (1-2) anterior en medio
YPDA y se aplicd sobre medio de acido 5-fluoroorético (5-FOA) (Zymo Research, F9002) para obtener la cepa que
requiere uracilo crecida. Se designo la cepa obtenida como la cepa ona93608 (Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt4).
Posteriormente, se digirié el vector de expresion constitutiva, onaP11007, para OmPDI1, OmERO1 y OmKar2
construido en el ejemplo 4 con la enzima de restriccion Nntl y se introdujo en la cepa ona93608 por medio de
electroporacion. Se aplicé el transformante sobre medio de agar Casamino-U y se dej6 que el transformante creciera
a 30°C durante aproximadamente de 2 a 3 dias. Se dejo que el transformante crecido creciera sobre medio de agar
Casamino-U de nuevo y se seleccion6 un transformante en el que se habia introducido una chaperona por medio de
PCR de colonias. Se confirmé la introduccion de OmPDI1 con el uso del cebador GAPpforS-F (5'-
GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3”: SEQ ID NO: 76) y el cebador  OMPDI1T22I (5-
GATGCATTTACAACTCGTCGTGAGCCAC-3: SEQ ID NO: 29) disefiados dentro de la secuencia de promotor de
GAP, se confirm6 la de OmERO1 con el uso de GAPpforS-F (5-GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3’: SEQ ID NO:
76) y OMEROT22| (5'-GATGCATTTATAGCTCCAAACGATAGAG-3: SEQ ID NO: 45) y se confirmo la de OmKar2
con el uso del cebador PGKpforS-F (5-TAACGCCGCATAGAACTAGC-3: SEQ ID NO: 77) y el cebador OMKAR-R
(5-GATGCATTCACAGCTCATCATGATCCCAG-3": SEQ ID NO: 51) disefiados dentro de la secuencia de promotor
de PGK. Se designo la cepa deficiente en PMT4 de O. minuta obtenida (Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt4) en la que
se habian introducido los genes de chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) como la cepa ona96708.

(2) Preparaciéon de la cepa deficiente en el gen PMT5 en la que se habian introducido los genes de proteinas
chaperonas derivadas de O. minuta (PDI1/EPO1/Kar2)

Se cultivo la cepa YK6 de O. minuta (Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt5::rURA3) dada a conocer en el documento WO
2007/132949 en medio YPDA y se aplico sobre medio de acido 5-fluorooroético (5-FOA) (Zymo Research, F9002)
para obtener una cepa que requiere uracilo crecida. Se designd la cepa obtenida como la cepa ona64908
(Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt5). Posteriormente, se digirid el vector de expresion constitutiva, onaP11007, para
OmPDI1, OmERO1 y OmKar2 construido en el ejemplo 4 con la enzima de restriccion Nofl y se introdujo en la cepa
ona64908 por medio de electroporacion. Se aplicé el transformante sobre medio de agar Casamino-U y se dejo que
el transformante creciera a 30°C durante aproximadamente de 2 a 3 dias. Se dejé que el transformante crecido
creciera sobre medio de agar Casamino-U de nuevo y se seleccion6 un transformante en el que se habia introducido
una chaperona por medio de PCR de colonias. Se confirmé la introduccién de OmPDI1 con el uso del cebador
GAPpforS-F  (5-GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3: SEQ ID NO: 76) y el cebador OMPDI1T22] (5-
GATGCATTTACAACTCGTCGTGAGCCAC-3: SEQ ID NO: 29) disefiados dentro de la secuencia de promotor de
GAP, se confirm6 la de OmERO1 con el uso de GAPpforS-F (5-GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3’: SEQ ID NO:
76) y OMEROT22| (5'-GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3: SEQ ID NO: 45) y se confirmo la de OmKar2
con el uso del cebador PGKpforS-F (5-TAACGCCGCATAGAACTAGC-3: SEQ ID NO: 77) y el cebador OMKAR-R
(5-GATGCATTCACAGCTCATCATGATCCCAG-3": SEQ ID NO: 51) disefiados dentro de la secuencia de promotor
de PGK. Se designod la cepa deficiente en PMT5 de O. minuta obtenida (Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt5), en la que
se habian introducido los genes de chaperona (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) como la cepa ona69308.

(3) Preparacion de la cepa deficiente en el gen PMT6 en la que se habian introducido los genes de las proteinas
chaperonas derivadas de O. minuta (PDI1/EPO1/Kar2)

Se cultivo la cepa YK7 de O. minuta (Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt6::rURA3) dada a conocer en el documento WO
2007/132949 en medio YPDA y se aplico sobre medio de acido 5-fluorooroético (5-FOA) (Zymo Research, F9002)
para obtener una cepa que requiere uracilo crecida. Se designd la cepa obtenida como la cepa ona65008
(Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt6). Posteriormente, se digirid el vector de expresion constitutiva, onaP11007, para
OmPD11, OmERO1 y OmKar2 construido en el ejemplo 4 con la enzima de restriccion Notl y se introdujo en la cepa
ona65008 por medio de electroporacion. Se aplicé el transformante sobre medio de agar Casamino-U y se dejo que
el transformante creciera a 30°C durante aproximadamente de 2 a 3 dias. Se dejé que el transformante crecido
creciera sobre medio de agar Casamino-U de nuevo y se seleccion6 un transformante en el que se habia introducido
una chaperona por medio de PCR de colonias. Se confirmé la introduccién de OmPDI1 con el uso del cebador
GAPpforS-F  (5-GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3: SEQ ID NO: 76) y el cebador OMPDI1T22] (5-
GATGCATTTACAACTCGTCGTGAGCCAC-3: SEQ ID NO: 29) disefiados dentro de la secuencia de promotor de
GAP, se confirm6 la de OmERO1 con el uso de GAPpforS-F (5-GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3’: SEQ ID NO:
76) y OMEROT221 (5-GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3: SEQ ID NO: 45), y se confirmé la de OmKar2
con el uso del cebador PGKpforS-F (5-TAACGCCGCATAGAACTAGC-3: SEQ ID NO: 77) y el cebador OMKAR-R
(5-GATGCATTCACAGCTCATCATGATCCCAG-3": SEQ ID NO: 51) disefiados dentro de la secuencia de promotor
de PGK. Se designo la cepa deficiente en PMT6 de O. minuta obtenida (Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt6) en la que
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se habian introducido los genes de chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) como la cepa ona69508.

(4) Preparacion de la cepa doblemente deficiente en PMT5/PMT6 en la que se habian introducido los genes de
proteinas chaperonas derivadas de O. minuta (PDI1/EPO1/Kar2)

(4-1) Destruccién del gen PMT5 en una cepa deficiente en el gen PMT6

Se digiri6 el vector deficiente en el gen PMT5, PMT5K/O/fURA3, dado a conocer en el documento WO 2007/132949
con la enzima de restriccion Hindlll y entonces se introdujo en la cepa ona65008 (Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt6)
preparada en (3) anterior por medio de electroporacion. Se confirmé si el gen PMT5 se habia destruido o no en la
cepa con el uso del cebador dado a conocer en el documento WO 2007/132949. Se suspendié parte de la levadura
transformante que se habia multiplicado sobre medio de agar Casamino-U en 10 pl de una disolucion de SDS al
0,25%, se anadieron 90 ul de agua esterilizada y entonces se retiraron las células de levadura por medio de
centrifugacion a 2.700 x g y 4°C durante 5 minutos. Se designé el sobrenadante obtenido como disolucion de ADN.
Se llevd a cabo una PCR usando el cebador gPMT5-5 (5'-CGGTGACGACTTCGACTAGTCGAG-3: SEQ ID NO:
165) y el cebador gPMT5-2 (5'-CGGTGCTGTTGGCGTCGTCATGGGTG-3: SEQ ID NO: 166) a 94°C durante 30
segundos, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos, y se repitid este ciclo 25 veces. En la cepa a la que se
habia incorporado en el locus de PMT5 el fragmento introducido, se detecté un fragmento amplificado de 4,9 kb tal
como se deduce. De manera similar, se llevd a cabo una PCR usando el cebador gPMT5-3 (5-
GGCGCGTTCCAATTCCACTCTGCTG-3: SEQ ID NO: 167) y el cebador gPMT54 (5-
CGACGAGTCCTCTCACCAGGAGGTTG-3: SEQ ID NO: 168) a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 1 minuto
y 72°C durante 2 minutos, y se repitid este ciclo 25 veces. En la cepa a la que se habia incorporado en el locus de
PMT5 el fragmento introducido, se detectd un fragmento amplificado de 4,9 kb tal como se deduce. Se designd la
cepa seleccionada como la cepa YK51 de O. minuta (Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt6Apmt5::rtURA3).

(4-2) Preparaciéon de cepa doblemente deficiente en PMT5/PMT6 de 0. minuta
(Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt5Apmt6) en la que se habia introducido una chaperona

Se cultivo la cepa YK51 de O. minuta (Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt6Apmt5::rURA3) preparada en (4-1) anterior en
medio YPDA y se aplico sobre medio de acido 5-fluorooroético (5-FOA) (Zymo Research, F9002) para obtener una
cepa que requiere wuracilo crecida. Se designdé la cepa obtenida como la cepa o0na15707
(Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt5Apmt6). Posteriormente, se digirid el vector de expresion constitutiva, onaP11007,
para OmPDI1, OmERO1 y OmKar2 construido en el ejemplo 4 con la enzima de restriccion Notl y se introdujo en la
cepa ona15707 por medio de electroporacion. Se aplico el transformante sobre medio de agar Casamino-U y se dejo
que el transformante creciera a 30°C durante aproximadamente de 2 a 3 dias. Se dej6 que el transformante crecido
creciera sobre medio de agar Casamino-U de nuevo y se selecciond un transformante en el que se habia introducido
una chaperona por medio de PCR de colonias. Se confirmé la introduccién de OmPDI1 con el uso del cebador
GAPpforS-F  (5-GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3: SEQ ID NO: 76) y el cebador OMPDI1T22] (5-
GATGCATTTACAACTCGTCGTGAGCCAC-3: SEQ ID NO: 29) disefiados dentro de la secuencia de promotor de
GAP, se confirm6 la de OmERO1 con el uso de GAPpforS-F (5-GATCTCAGGCCGAGTCAAGAC-3’: SEQ ID NO:
76) y OMEROT22| (5'-GATGCATTTATAGCTCCAAACGATACAG-3: SEQ ID NO: 45) y se confirmo la de OmKar2
con el uso del cebador PGKpforS-F (5-TAACGCCGCATAGAACTAGC-3: SEQ ID NO: 77) y el cebador OMKAR-R
(5-GATGCATTCACAGCTCATCATGATCCCAG-3": SEQ ID NO: 51) disefiados dentro de la secuencia de promotor
de PGK. Se designd la cepa doblemente deficiente en PMT5/PMT6 de O. minuta obtenida
(Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt5Apmt6) en la que se habian introducido los genes de chaperonas
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) como la cepa ona56207.

(5) Construccién de una cepa de levadura productora de anticuerpos (O. minuta) utilizando la cepa deficiente en el
gen PMT en la que se habian introducido los genes de las proteinas chaperonas derivadas de O. minuta
(PDI1/EPO1/Kar2)

Se introdujeron los vectores de expresion para el gen de anticuerpo anti-receptor de TRAIL (documento WO
2001/083560) construido en el ejemplo 2 en las cepas mostradas a continuacion preparadas introduciendo los genes
de chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) en las cepas deficientes en PMT construidas en (1) a (4) anteriores por
medio de electroporacion.

Cepa deficiente en PMT4 de O. minuta (Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt4) en la que se habian introducido los genes
de chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) (es decir, la cepa ona96708)

Cepa deficiente en PMT5 de O. minuta (Aoch1Ayps1Ara3Aade1Apmt5) en la que se habian introducido los genes de
chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) (es decir, la cepa ona69308)

Cepa deficiente en PMT6 de O. minuta (Aoch1Ayps1Aura3Aade1Apmt6) en la que se habian introducido los genes
de chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) (es decir, la cepa ona69508)
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Cepa doblemente deficiente en PMT5/PMT6 de O. minuta (Aoch1Ayps1Aura3Aadel1Apmt5Apmt6) en la que se
habian introducido los genes de chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) (es decir, la cepa ona56207)

Como cadena pesada de anticuerpo, se usé 1 ug de onaP02706 digerido con la enzima de restriccion Sse83871.
Como cadena ligera de anticuerpo, se us6 1 ug de onaP03106 digerido con la enzima de restriccion Nofl. Tras la
electroporacion, se aplico el transformante sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le habia afiadido Zeocin™
(Invitrogen, R250-01) a una concentracion de 100 ug/ml (6,7 g/l de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos,
0,5 g/l de casaminoacidos, 20 g/l de glucosa, 20 mg/l de L-triptéfano y 20 g/l de agar Bacto) y se dejé que el
transformante creciera a 30°C durante aproximadamente de 2 a 3 dias. Se dejo que el transformante crecido volviera
a crecer sobre medio de agar Casamino-U-A al que se le habia afadido Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una
concentracion de 100 ug/ml, y se examind una cepa que secreta y produce un anticuerpo. Se selecciond la cepa
ona98808 como la cepa deficiente en PMT4 de O. minuta que expresa de manera constitutiva las chaperonas
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma; se selecciond la cepa
ona74108 como la cepa deficiente en PMT5 de O. minuta que expresa de manera constitutiva las chaperonas
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma; se selecciond la cepa
ona74608 como la cepa deficiente en PMT6 de O. minuta que expresa de manera constitutiva las chaperonas
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma; y se selecciond la cepa
ona67408 como la cepa doblemente deficiente en PMT5/PMT6 de O. minuta que expresa de manera constitutiva las
chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma.

[Ejemplo 28] Confirmacién de la capacidad para la produccién de anticuerpo de la cepa de levadura productora de
anticuerpo  (O. minuta) preparada introduciendo genes de proteinas chaperonas derivadas de O. minuta
(PDI1/EPO1/Kar2) en la cepa deficiente en el gen de proteina manosil transferasa (PMT) de O. minuta.

Se confirmd la capacidad para la produccién secretora de anticuerpo de la cepa deficiente en PMT que expresa de
manera constitutiva las chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la
misma construida en el ejemplo 27 (5). Ademas, se examinaron los efectos de la potenciacion de la produccion
secretora de anticuerpo con la adicién de inhibidores de PMT que se encontraron en el ejemplo 7.

Se cultivo la cepa productora de anticuerpo de la siguiente manera. Con el uso de medio 2x YP-P6-GG (se preparo
el medio disolviendo 20 g de extracto de levadura Difco y 40 g de peptona Bacto en 900 ml de agua pura,
esterilizando la disolucion por medio de inyeccion de vapor a presion y afiadiendo 100 ml de tampon fosfato 10x (pH
6,0) (KH2PO4 1 M, (NH4),SO4 0,15 M, KOH 0,375 N) esterilizado por separado, 10 ml de una disolucion de glucosa
al 50% esterilizada por separado y 25 ml de glicerina al 80% esterilizada por separado), se introdujeron 800 pul de
medio 2x YP-P6-GG en una placa de 96 pocillos profundos (Greiner, 780271), se sembraron las cepas con el uso de
un palillo de dientes y se sell6 la parte superior de la placa con selladores de placa permeables al CO; (Greiner,
676051). Se llevd a cabo el cultivo a una velocidad de agitacion de 310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30°C, y se
afadieron en cada caso 100 ul de medio 2x YP-P6-GG 2 y 3 dias tras el inicio del cultivo. Se llevé a cabo el cultivo
que implicaba la adicién de inhibidores de PMT con el uso de medio 2x YP-P6-GG (se prepar6 el medio disolviendo
20 g de extracto de levadura Difco y 40 g de peptona Bacto en 900 ml de agua pura, esterilizando la disolucion por
medio de inyeccion de vapor a presion y afiadiendo 100 ml de tampdn fosfato 10x (pH 6,0) (KH2PO4 1 M, (NH4)2SO4
0,15 M, KOH 0,375 N) esterilizado por separado, 10 ml de una disolucion de glucosa al 50% esterilizada por
separado y 25 ml de glicerina al 80% esterilizada por separado), se introdujeron 800 ul de medio 2x YP-P6-GG en
una placa de 96 pocillos profundos (Greiner, 780271), se sembraron las cepas con el uso de un palillo de dientes y
se sell6 la parte superior de la placa con selladores de placa permeables al CO, (Greiner, 676051). Se llevé a cabo
en primer lugar el cultivo que implicaba la adicion del derivado de acido rodanin-3-acético 1c a una velocidad de
agitacion de 310 rpm, una amplitud de 50 mm, a 30°C durante 2 dias, se afiadieron 100 pl de medio 2x YP-P6-GG
que contenia 1c 20 uM y se afiadieron adicionalmente 100 pl de medio 2x YP-P6-GG que contenia 1c 20 uM el dia
3.

Se confirmaron la secrecion y produccion de un anticuerpo por medio de ELISA tipo sandwich o inmunotransferencia
de tipo Western. Se retiraron las células de levadura del producto de cultivo por medio de centrifugacion a 2.700 x g
y 4°C durante 5 minutos, y se designo el sobrenadante de cultivo resultante como muestra de anticuerpo secretado.
Se sometieron los anticuerpos secretados y producidos a ensayo cuantitativo por medio de ELISA tipo sandwich. Se
adsorbieron proteinas receptoras de TRAIL que eran antigenos de los anticuerpos anti-receptor de TRAIL en una
placa de 96 pocillos, se afiadid la muestra de anticuerpo secretado y se llevd a cabo la deteccién usando un
anticuerpo anti-Fc especifico de IgG humana marcado con peroxidasa (anticuerpo frente a IgG humana (Fc)
purificado por afinidad marcado con peroxidasa, KPL, 04-10-20) y el sustrato ABTS peroxidasa (KPL, 50-66-01). Se
llevé a cabo una inmunotransferencia de tipo Western tal como sigue. Tras someter la proteina a SDS-PAGE en
condiciones reductoras y no reductoras, se transfirio la proteina separada a una membrana de PVDF y se detectaron
la cadena pesada y la cadena ligera de anticuerpo usando anticuerpo anti-lgG humana (especifico de cadena v)
(Sigma, 1-3382) y anticuerpo de cabra anti-kappa b&f humana purificado por afinidad (Bethyl, A-80-115A) como
anticuerpos primarios. Se us6 anticuerpo anti-lgG de cabra purificado por afinidad conjugado con peroxidasa (H&L),
conejo, Rockland, n.° 605-4313) como anticuerpo secundario. Se llevd a cabo la deteccién usando el kit de deteccién
de inmunotransferencia de tipo Western ECL Advance (GE, RPN2135).
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Tal como se muestra en la figura 23, una cepa control (es decir, la cepa ona02306) presentaba una cantidad de
produccion secretora de anticuerpo de aproximadamente 0,6 mg/l; la cepa que expresa de manera constitutiva
chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa
ona48707) presentaba una de aproximadamente 8,2 mgl/l; la cepa deficiente en PMT4 de O. minuta que expresa de
manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la
misma (es decir, la cepa ona98808) presentaba una de aproximadamente 0,4 mg/l; la cepa deficiente en PMT5 de
O. minuta que expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de
anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona74108) presentaba una de aproximadamente 3,8 mg/l; la
cepa deficiente en PMT6 de O. minuta que expresa de manera constitutiva chaperonas
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona74608)
presentaba una de aproximadamente 8 mg/l; y la cepa doblemente deficiente en PMT5/PMT6 de O. minuta que
expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de un anticuerpo
introducido en la misma (es decir, la cepa ona67408) presentaba una de aproximadamente 8,3 mg/l. Excepto para la
cepa deficiente en el gen PMT4, la expresion potenciada de chaperona era eficaz para una cepa individual o
doblemente deficiente del gen PMT, y se mejoré la capacidad de produccion secretora de anticuerpo en
aproximadamente de 5 a 14 veces mas que la de una cepa control.

Ademas, la adicién de inhibidores de PMT, rodanina, al cultivo dio como resultado una mejora en la cantidad de
produccion secretora de anticuerpo de aproximadamente 20 veces a aproximadamente 33 veces en todas las cepas
productoras de anticuerpo, tal como se muestra en la figura 23. En el caso de la cepa deficiente en PMT5 de O.
minuta que expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de
anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona74108) y la cepa deficiente en PMT6 de O. minuta que
expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo
introducido en la misma (es decir, la cepa ona74608), se redujo la cantidad de produccion secretora de anticuerpo
en aproximadamente el 75% la de la cepa que expresa de manera constitutiva chaperonas
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona48707).
En el caso de la cepa doblemente deficiente en PMT5/PMT6 de O. minuta que expresa de manera constitutiva
chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa
ona67408), se redujo la cantidad de produccion secretora de anticuerpo de la misma en aproximadamente el 60% la
de la cepa que expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de
anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona48707).

Tal como se describié anteriormente, la cepa deficiente en PMT4 de O. minuta que expresa de manera constitutiva
chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa
ona98808), que presentaba una cantidad de produccion de tan solo aproximadamente 0,4 mg/l, experimentd un
crecimiento y una division anémalos como resultado de la deficiencia en el gen PMT4 tal como se muestra en la
figura 24 y en la figura 25. Con respecto a la cepa deficiente en PMT4 de O. minuta que expresa de manera
constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es
decir, la cepa ona98808), se examind la cantidad de un inhibidor de la actividad PMT, derivado de acido rodanin-3-
acético 1c afiadido. Se llevd a cabo el cultivo introduciendo 800 pl de medio 2x YP-P6-GG a una placa de 96 pocillos
profundos (Greiner, 780271), se afadieron en cada caso 100 pl de medio preparado mientras se ajustaba la
concentracion del derivado de acido rodanin-3-acético 1c a 1,25, 2,5, 5, 10, 20 6 40 uM con la ayuda de medio 2x
YP-P6-GG, 2 y 3 dias tras el inicio del cultivo (concentracion final: 0,25, 0,5, 1, 2, 4 u 8 uM). Como resultado, se
mejoro la cantidad de produccion en aproximadamente el 13% cuando se afiadié medio 2x YP-P6-GG que contenia
1c 0,25 pM (concentracion final), tal como se muestra en la figura 26. Se determind que la concentracion del
inhibidor de la actividad PMT, derivado de acido rodanin-3-acético 1c, que debe afiadirse a la cepa deficiente en
PMT4 de O. minuta que expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/0OmKar2) y que tiene el gen
de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona98808), era aproximadamente 1/16 la de otras cepas.

[Ejemplo 29] Purificacién de anticuerpo producido por una cepa de levadura productora de anticuerpo (O. minuta)
preparada introduciendo los genes de las proteinas chaperonas derivadas de O. minuta (PDI1/EPO1/Kar2) en la
cepa deficiente en el gen PMT

Tal como se describe en el ejemplo 28, se encontré que la destruccion del gen PMT de O. minuta reducia la
capacidad para la produccion secretora de anticuerpo en cierta medida e influia significativamente en la morfologia
de O. minuta. Esto sugiere fuertemente que la supresion de la adicion de cadena de O-azucar por medio de la
supresion de la actividad PMT de O. minuta influye significativamente en las funciones fisioldgicas de O. minuta. Por
tanto, se considera que la evaluacion de la actividad biolégica (es decir, actividad citotoxica) de anticuerpos
producidos por tales cepas productoras de anticuerpo conduce al descubrimiento de condiciones 6ptimas para
combinaciones de mutacion de PMT, expresion constitutiva de proteinas chaperonas (PDI1/EPO1/Kar2) y adicién de
un inhibidor de la actividad PMT (derivado de acido rodanin-3-acético 1c).

(1) Cultivo de cepa de levadura productora de anticuerpo (O. minuta) preparada introduciendo los genes de las
proteinas chaperonas derivadas de O. minuta (PDI1/EPO1/Kar2) en la cepa deficiente en el gen PMT

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 537806 T3

Se selecciond la cepa ona02306 como cepa control (es decir, una cepa en la que no se introducen chaperonas, pero
se introduce el gen de anticuerpo); se selecciond la cepa ona48707 como cepa que expresa de manera constitutiva
chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se seleccioné la
cepa ona98808 como la cepa deficiente en PMT4 de O. minuta que expresa de manera constitutiva chaperonas
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se selecciond la cepa
ona74108 como la cepa deficiente en PMT5 de O. minuta que expresa de manera constitutiva chaperonas
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, se selecciond la cepa
ona74608 como al cepa deficiente en PMT6 de O. minuta que expresa de manera constitutiva chaperonas
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma, y se selecciond la cepa
ona67408 como la cepa doblemente deficiente en PMT5/PMT6 de O. minuta que expresa de manera constitutiva
chaperonas (OmPDI1/OmERO1/0OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma.

Se sometié un matraz Erlenmeyer de 100 ml que comprendia 20 ml de medio Casamino-U-A preparado afiadiendo
Zeocin™ (Invitrogen, R250-01) a una concentracion de 50 pug/ml a medio Casamino-U-A (6,7 g/l de base nitrogenada
de levadura sin aminoacidos, 0,5 g/l de casaminoacidos, 20 g/l de glucosa y 20 mg/l de L-triptéfano) a cultivo de
siembra a una velocidad de agitacion de 210 rpm, una amplitud de 75 mm, a 30°C durante 2 dias. Posteriormente,
se introdujeron de 20 a 30 ml de la disolucién de cultivo de siembra en un matraz Erlenmeyer de 2 | que contenia
400 ml de medio 2x YP-P6-GG (se prepard el medio disolviendo 20 g de extracto de levadura Difco y 40 g de
peptona Bacto en 900 ml de agua pura, esterilizando la disolucion por medio de inyeccidon de vapor a presion y
afadiendo 100 ml de tampdn fosfato 10x (pH 6,0) (KH2PO4 1 M, (NH4)2SO4 0,15 M, KOH 0,375 N) esterilizado por
separado, 10 ml de una disolucién de glucosa al 50% esterilizada por separado y 25 ml de glicerina al 80%
esterilizada por separado) y se llevo a cabo el cultivo a una velocidad de agitacion de 210 rpm, una amplitud de
75 mm, a 30°C. Después de que el valor de DO 600 superase 10, se afiadié un inhibidor de la actividad PMT
(derivado de acido rodanin-3-acético 1c) (concentracion de disolucion madre: 40 mM) en cantidades de 0,2 uM cada
vez que el valor de DO600 aumentaba en 1. Sélo en el caso de la cepa deficiente en PMT4 de O. minuta que
expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo
introducido en la misma (es decir, la cepa ona98808), se afadi6 el inhibidor de la actividad PMT en cantidades de
0,0125 uM en cada caso.

(2) Purificaciéon de un anticuerpo producido a partir de O. minuta

Se retiraron las células de levadura de la disolucion de cultivo por medio de centrifugacion a 13.000 x g, 4°C, durante
30 minutos, y se designd el sobrenadante de cultivo como muestra de anticuerpo secretado. Se concentro la
muestra usando Pall Filtron Centrimate™ (tamiz de medio Omega Centrimate 10K, Pall) y entonces se purificd con
el uso del purificador AKTA (GE). Al principio, se adsorbidé la muestra de anticuerpo concentrada en HiTrap
Mabselect SuRe (GE, 11-0034-94), que se habia equilibrado con tampén fosfato de sodio (fosfato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 300 mM, pH 7,2) y se eluyd la muestra con el uso de tampdn de elucion de IgG ImmunoPure
(Pierce, 21009). Se neutralizé inmediatamente la fraccién eluida con la adicion de tampén Tris-HCI 1 M (pH 9) en
una cantidad de una décima parte de la fraccion de elucion, y entonces se afiadié una cantidad equivalente de
tampon fosfato de sodio (fosfato de sodio 100 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 7,2). Posteriormente, se adsorbié la
fraccion eluida con el uso de HiTrap Mabselect SuRe en un cartucho de proteina L (Pierce, n.° 89929), que se habia
equilibrado con tampén fosfato de sodio (fosfato de sodio 100 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 7,2), y se eluyo la
muestra con el uso de tampon de elucion de IgG ImmunoPure (Pierce, 21009). Se sometié la fraccion eluida
purificada con cartucho de proteina L a filtracion en gel con el uso de Superdex200 10/30 GL (GE, 17-5175-01), que
se habia equilibrado con tampdn fosfato de sodio (fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 7,2) para
purificar diversos anticuerpos producidos a partir de O. minuta. Se analizaron los anticuerpos purificados por medio
de cromatografia de exclusion molecular (SEC)-HPLC usando PROTEIN KW403-4F (4,6 (d.i.) x 300 mm) (Showa
Denko K.K., F6989202). Se us6 tampon fosfato de sodio (fosfato de sodio 30 mM, cloruro de sodio 300 mM, pH 6,7)
como fase movil. La figura 27 muestra un patron de elucion por medio de SEC-HPLC de los anticuerpos purificados.
Mientras la cepa ona02306 (la cepa control que no contiene chaperonas y que tiene el gen de anticuerpo introducido
en la misma) y la cepa deficiente en PMT4 que expresa de manera constitutiva chaperonas
(OmPDI1/OmERO1/0OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona98808)
produjeron cromatogramas anchos, la cepa que expresa de manera constitutiva chaperonas
(OmPDI1/OmEROI/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona48707),
la cepa deficiente en PMT5 que expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmEROI/OmKar2) y que
tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona74108), la cepa deficiente en PMT6 que
expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmLRO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo
introducido en la misma (es decir, la cepa ona74608) y la cepa doblemente deficiente en PMT5/PMT6 que expresa
de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la
misma (es decir, la cepa ona67408) produjeron cromatogramas estrechos.

Los resultados de SDS-PAGE en condiciones reductoras/no reductoras seguido por analisis de inmunotransferencia
de tipo Western demuestran que el heterotetramero de la cadena pesada y la cadena ligera de anticuerpo no se
detectaba claramente en la cepa ona02306 (la cepa control que no contiene chaperonas y que tiene el gen de
anticuerpo introducido en la misma) y la cepa deficiente en PMT4 que expresa de manera constitutiva chaperonas
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(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona98808)
en condiciones no reductoras tal como se muestra en la figura 28. Por otro lado, el heterotetramero de la cadena
pesada y la cadena ligera de anticuerpo se detectd claramente en la cepa que expresa de manera constitutiva
chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa
ona48707), la cepa deficiente en PMT5 que expresa de manera constitutiva chaperonas
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona74108),
la cepa deficiente en PMT6 que expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que
tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona74608), y la cepa doblemente deficiente en
PMT5/PMT6 que expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de
anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona67408). Se encontré que la potenciacion de la expresion de
chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) aceleraba la formacion de un ensamblaje; es decir, el heterotetramero de
la cadena pesada y la cadena ligera de anticuerpo.

(3) Actividad citotdxica de anticuerpos producidos a partir de O. minuta

(3-1) Medicion de la cantidad de proteina de anticuerpo purificado

Se midi6é la cantidad de la proteina de anticuerpo purificado empleando albumina sérica bovina como patrén y
usando el kit de ensayo de proteina DC Il (Bio-Rad, 500-0112JA).

(3-2) Medicion de la actividad citotdxica de anticuerpo purificado

Se midié la actividad citotdxica del anticuerpo anti-receptor de TRAIL mediante el método de reticulacién usando
anticuerpos secundarios tal como se describe a continuacién. Se usé un anticuerpo anti-receptor de TRAIL
producido con el uso de una célula de mamifero como muestra control. Se us6 anticuerpo de cabra frente a Fc de
IgG humana purificado por afinidad (MP Biomedicals, n.° 55071) como anticuerpo secundario. Se ajustd la
concentracion del anticuerpo secundario a 1 mg/ml con el uso de medio de cultivo celular (medio RPMI 1640 que
contenia suero al 10%, GIBCO, 11875), y se us6 el medio de cultivo celular que contenia el anticuerpo secundario
asi preparado para preparar una muestra a una concentracion de 2.000 ng/ml. Ademas, se preparé una serie de
dilucion de la muestra preparada (200 ng/ml, 20 ng/ml, 2 ng/ml y 0,2 ng/ml; diluciones de 10 veces) y se fraccion6 en
la placa de 96 pocillos Corning (costar, n.° 3598) a 50 pl/pocillo. Se sembré una suspension de células Jurkat (1 x
10° células/ml) en la placa a la que se habia afiadido la muestra a 50 pl/pocillo. Se cuantificé el ATP derivado de
células con actividad metabdlica 72 horas tras el inicio del cultivo con el uso del kit de deteccion de ATP (ensayo de
viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo™, Promega, n.° G7571), se designd la supervivencia celular del grupo
no tratado como el 100% y se determind el recuento de células viables en cada grupo tratado. Tal como se muestra
en la figura 29, mientras el anticuerpo anti-TRAIL producido a partir de células animales presentaba una CI50 de
7 ng/ml, el anticuerpo producido a partir de la cepa ona02306 (la cepa control que no contiene chaperonas y que
tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma) presentaba una CI50 de 77,3 ng/ml; el anticuerpo producido a
partir de la cepa ona48707 que expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que
tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma presentaba una CI50 de 28,5 ng/ml; el anticuerpo producido a
partir de la cepa ona74108 (la cepa deficiente en PMT5 que expresa de manera constitutiva chaperonas
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma) presentaba una CI50 de
26,6 ng/ml; el anticuerpo producido a partir de la cepa ona74608 (la cepa deficiente en PMT6 que expresa de
manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la
misma) presentaba una CI50 de 16,8 ng/ml; el anticuerpo producido a partir de la cepa ona67408 (la cepa
doblemente  deficiente  en PMT5/PMT6  que  expresa de manera  constitutiva chaperonas
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma) presentaba una CI50 de
21,8 ng/ml. Tal como se muestra en la figura 30, mientras el anticuerpo anti-TRAIL producido a partir de células
animales presentaba una CI50 de 6,7 ng/ml, el anticuerpo producido a partir de la cepa ona48707 que expresa de
manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la
misma presentaba una CI50 de 25,3 ng/ml; el anticuerpo producido a partir de la cepa ona74608 (la cepa deficiente
en PMT6 que expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de
anticuerpo introducido en la misma) presentaba una CI50 de 21,6 ng/ml; el anticuerpo producido a partir de la cepa
ona98808 (la cepa deficiente en PMT4 que expresa de manera constitutiva chaperonas
(OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma) presentaba una CI50 de
28,2 ng/ml.

La actividad citotoxica del anticuerpo producido a partir de la cepa ona02306 (la cepa control que no contiene
chaperonas y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma) era de tan sélo una undécima parte de la del
anticuerpo anti-receptor de TRAIL producido a partir de células animales. El anticuerpo producido por la cepa
ona48707 que expresa de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tiene el gen de
anticuerpo introducido en la misma presentaba una actividad citotéxica de 1/4,1 veces la del anticuerpo anti-receptor
de TRAIL producido a partir de células animales y 2,7 veces la de la cepa control. Mientras todas las cepas
deficientes en PMT que expresan de manera constitutiva chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) y que tienen el
gen de anticuerpo introducido en las mismas presentaban una actividad citotéxica mayor que la de la cepa control, el
anticuerpo producido a partir de la cepa deficiente en PMT6 que expresa de manera constitutiva chaperonas

52



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 537806 T3

(OmPDI1/OmERO1/0OmKar2) y que tiene el gen de anticuerpo introducido en la misma (es decir, la cepa ona74608)
presentaba la mayor actividad citotdxica, que era 1/2,4 veces la del anticuerpo anti-receptor de TRAIL producido a
partir de células animales y 4,6 veces mayor que la de la cepa control. Los resultados demuestran que un anticuerpo
producido introduciendo chaperonas (OmPDI1/OmERO1/OmKar2) en la cepa deficiente en el gen PMT6 de O.
minuta con la adicién de los inhibidores de PMT (es decir, el derivado de acido rodanin-3-acético 1c) presentaban la
mayor actividad bioldgica.

Aplicabilidad industrial

Segun la presente invencion, la introduccion de genes de chaperonas en células huésped posibilita la secrecion y
produccion de alto nivel de proteinas que tienen estructuras complicadas (por ejemplo, anticuerpos) que se pliegan
correctamente en células huésped, asi como proteinas normales. Empleando la introduccion de genes de
chaperonas en combinacién con la supresién de la adicion de cadena de O-azlcar inherente a levadura, pueden
alcanzarse efectos sinérgicos con respecto a la secrecion y produccién de alto nivel de proteinas.
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<110> Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada

<110> Kyowa Hakko Kirin Co., Ltd.

<110> DAIICHI SANKYO COMPANY, LIMITED

<120> Método para la produccién secretora de alto nivel de proteina
<130> PH-3697-PCT

<150> Documento JP2007-283731
<151> 31-10-2007

<150> Documento JP2007-288845
<151> 6-11-2007

<160> 168

<170> PatentIn versién 3.4

<210> 1
<211> 1551
<212> ADN
<213> Ogataea minuta
<220>
<221>CDS
<222> (1) .. (1551)
<400> 1
atg aag tta ttt gga ttg act aca ttg acc agec atc ctg gee gee cte 48
Met Lys Leu Phe Gly Leu Thr Thr Leu Thr Ser Ile Leu Ala Ala Leu
1 5 10 15
aca gtg gtg age gcec acc gaa gag cca gea gtt gee teg cea géc tcg 96
Thr Val Val Ser Ala Thr Glu Glu Pro Ala Val Ala Ser Pro Asp Ser
20 . 25 30

geg gtg gtg aag ctg acg geec gac act ttc gag age tte atc aag gag 144
Ala Val Val Lys Leu Thr Ala Asp Thr Phe Glu Ser Phe Ile Lys Glu

35 40 45
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tig gtt ctg gcg gag ttt ttt geg cca tgg tgt gge cac

Asn Pro Leu Val Leu Ala Glu Phe Phe Ala Pro Trp Cys Gly His

50

55 60

aag aag ctg ggt cca gaa ttc agc gca gcc gea gac cag ctg gtg
Lys Lys Leu Gly Pro Glu Phe Ser Ala Ala Ala Asp Gln Leu Val

65

aag aac
Lys Asn

tgt tecg
Cys Ser

gec get
Gly Ala

att gte
Ile Val
130

gag gat
Glu Asp
© 145

ctc att

Leu Ile

- acg ttc

70 75

atc aag ctt gca cag atc gac tgt acc gag gaa aga gat
Ile Lys Leu Ala Gln-Ile Asp Cys Thr Glu Glu Arg Asp
85 20 95

tecg cac gga ate aga gga tac cca act ttg aag gtg tte
Ser His Gly Ile Arg Gly Tyr Pro Thr Leu Lys Val Phe
100 105 110 '

agt gag cct get gac tac caa ggC gce aga gaa cag gaa
Ser Glu Pro Ala Asp Tyr Gln Gly Ala Arg Glu Gln Glu
116 120 125

agt caa atg atc aag ctt tct tta cct get gtt tee gte
Ser Gln Met Ile Lys Leu Ser Leu Pro Ala Val Ser Val
135 140

tct gee gac ctg ttt gat acc att gea gaa gtc tec gac
Ser Ala Asp Leu Phe Asp Thr Ile Ala Glu Val Ser Asp
150 155

gtg caa gtg ttt cct geg gga get get cag tct tecc aac
Val-Gln Val Phe Pro Ala Gly Ala Ala Gln Ser Ser Asn-
165 - 170 175

tac gaa gtc gce aac gaa ctg aga aac gac ttt gtt ttt

Thr Phe Tyr Glu Val Ala Asn Glu Leu Arg Asn Asp Phe Val Phe

. tee ace

- Ser ‘Thr

tca cct

180 185 190

aét aac gag ggg tac gtg aaa aag tac gcg aag gac tca
Thr Asn Glu Gly Tyr Val Lys Lys Tyr Ala Lys Asp Ser
195 200 205

get tat gtc atc ttc ageg caa gga gaa aag gtt gaa gat

54

tge
Cys

gag
Glu
80

ctg
Leu

agg

Arg

get
Ala

att
Ile

gee
Ala
160
gag

Glu

gte
Val

aag

gcg

- 192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672
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Ser Pro Ala Tyr Val Ile Phe Arg Gln Gly Glu Lys Val Glu Asp Ala
- 210 215 220

tcc aca tac acc gga aag act gtt gac gac act cac tig aag cag ttc 720
Ser Thr Tyr Thr Gly Lys Thr Val Asp Asp Thr His Leu Lys Gln Phe
225 230 235 240

atc aat acc gaa acc aaa cect ctg ttt ggt gaa atc acc gge aac act 768
Ile Asn Thr Glu Thr Lys Pro Leu Phe Gly Glu Ile Thr Gly Asn Thr
245 250 255

ttc aag acc tac atg gag gce gag ctt cct ttg geg tac ttt tte tgg 816
Phe Lys Thr Tyr Met Glu Ala Glu Leu Pro Leu Ala Tyr Phe Phe Trp
260 265 270

gac gaa gag tct caa agg gcc gag gtc get gac atc atc acc gag cig 864
Asp Glu Glu Ser Gln Arg Ala Glu Val Ala Asp Ile Ile Thr Glu Leu
275 280 285

gee aag aag'ttt aga gga gag atg aac ttt gtt ggt ttg gaa gec aag 912
Ala Lys Lys Phe Arg Gly Glu Met Asn Phe Val Gly Leu Glu Ala Lys
290 295 300

aga tac ggt atg cat gecc aag aac ctc aac atg gag gaa aag ttc ccc 960
Arg Tyr Gly Met His Ala Lys Asn Leu Asn Met Glu Glu Lys Phe Pro
305 310 315 320

ttg ttc gee atc cac gat ttg acc gga aac ctc aag tac ggt att tct 1008
Leu Phe Ala Ile His Asp Leu Thr Gly Asn Leu Lys Tyr Gly Ile Ser
325 330 335

caa gag tct gat ctt gac gtec aag gaa atc cct aag tte.gtt gag gat 1056
Gln Glu Ser Asp Leu Asp Val Lys Glu Ile Pro Lys Phe Val Glu Asp
340 345 . 350

ttc aag aag ggc aag ttg caa gca att gtc aag tct gag cca att cca 1104
Phe Lys Lys Gly Lys Leu Gln Ala Ile Val Lys Ser Glu Pro Ile Pro
355 360 365

gaa gtc caa gag gag tec gtg tac cac ctg gti gga cac gag cac gac 1162
Glu Val Gln Glu Glu Ser Val Tyr His Leu Val Gly His Glu His Asp
370 375 380
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gcc atc acc aag cag aag aag gac gtt ttg gtt gag tac tac
Ala Ile Thr Lys Gln Lys Lys Asp Val Leu Val Glu Tyr Tyr
385 ’ 390 : 395

tgg tgt gga cac tgc aag aag ctg gect cca act tac gaa att
Trp Cys Gly His Cys Lys Lys Leu Ala Pro Thr Tyr Glu Ile
405 410

agc atc tac cag aac gac act gat gcc aag gaa aag gtt gtg
Ser Ile Tyr Gln Asn Asp Ihr Asp Ala Lys Glu Lys Val Val
420 425 430

aag att gac cac act gcc aac gat gtt gec ggt gtc gac atce
Lys Ile Asp His Thr Ala Asn Asp Val Ala Gly Val Asp 1le
435 440 445

tat cca acc atc atc ttg tat cct ggt gac gaa tct gag ccg

Tyr Pro Thr Ile Ile Leu Tyr Pro Gly Asp Glu Ser Glu Pro
450 455 460

tac gag ggt tct aga act cta gag gect ctc agt tca tic ate
Tyr Glu Gly Ser Arg Thr Leu Glu Ala Leu Ser Ser Phe Ile
465 470 475

aag get tcg aac gge gtt gac get ttg tec atc aag gaa tcg
Lys Gly Ser Asn Gly Val Asp Ala Leu Ser Ile Lys Glu Ser
485 490

gaa aaa gaa gce gat get caa gee gat get cet gac get gge
Glu Lys Glu Ala Asp Ala Gln Ala Asp Ala Pro Asp Ala Gly
500 : 505 " 510

cac gac gag ttg taa
His Asp Glu Leu

515
<210> 2
<211> 516
<212> PRT
<213> Ogataea minuta

<400> 2

56

gee ceca
Ala Pro
400

ttg gcc
Leu Ala
415

att gece
Ile Ala

gee get
Ala Gly

gtt gtg

Val Val

aag gag
Lys Glu
- 480

cegt gtt

Arg Val -

495

gtg gect
Val Ala

1200
1248
1296
1344
1392
1440
1488

1536

1651
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Met Lys Leu Phe Gly Leu Thr Thr Leu Thr Ser Ile Leu Ala Ala Leu
1 5 10 15

Thr Val Val Ser Ala Thr Glu Glu Pro Ala Val Ala Ser Pro Asp Ser
20 25 30

Ala Val Val Lys Leu Thr Ala Asp Thr Phe Glu Ser Phe Ile Lys Glu
35 40 . 45

Asn Pro Leu Val Leu Ala Glu Phe Phe Ala Pro Trp Cys Gly His Cys
50 55 60

Lys Lys Leu Gly Pro Glu Phe Ser Ala Ala Ala Asp Gln Leu Val Glu
65 . 70 75 80

‘Lys Asn Ile Lys Leu Ala Gln Ile Asp Cys Thr Glu Glu Arg Asp Leu
85 90 9% -

Cys Ser Ser His Gly Ile Arg Gly Tyr Pro Thr Leu Lys Val Phe Arg
100 105 - 110 '

Gly Ala Ser Glu Pro Ala Asp Tyr Gln Gly Ala Arg Glu Gln Glu Ala’
115 : 120 125

Ile Val Ser Gln Met Ile Lys Leu Ser Leu Pro Ala Val Ser Val Ile
130 135 : 140

Glu Asp Ser Ala Asp Leu Phe Asp Thr Ile Ala Glu Val Ser Asp Ala
145 150 . 155 160
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Leu Ile Val Gln Val Phe Pro Ala Gly Ala Ala Gln Ser Ser Asn Glu
165 170 175

Thr Phe Tyr Glu Val Ala Asn Glu Leu Arg Asn Asp Phe Val Phe Val
180 185 190

Ser Thr Thr Asn Glu Gly Tyr Val Lys Lys Tyr Ala Lys Asp Ser L&s
195 200 205

Ser Pro Ala Tyr Val Ile Phe Arg Gln Gly Glu Lys Val Glu Asp Ala
210 215 ' 220

Ser Thr Tyr Thr Gly Lys Thr Val Asp Asp Thr His Leu Lys Gln Phe
225 230 ' 235 240

Ile Asn Thr Glu Thr Lys Pro Leu Phe Gly Glu Ile Thr Gly Asn Thr
245 250 255

Phe Lys Thr Tyr Met Glu Ala Glu Leu Pro Leu Ala Tyr Phe Phe Trp
260 265 ‘ 270

Asp Glu Glu Ser Gln Arg Ala Glu Val Ala Asp Ile Ile Thr Glu Leu
275 280 285

Ala Lys Lys Phe Arg Gly Glu Met Asn Phe Val Gly Leu Glu Ala Lys
290 295 300

Arg Tyr Gly Met His Ala Lys Asn Leu Asn Met Glu Glu Lys Phe Pro
305 310 315 320

Leu Phe Ala Ile His Asp Leu Thr Gly Asn Leu Lys Tyr Gly Ile Ser
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325 330 335

Gln Glu Ser Asp Leu Asp Val Lys Glu Ile Pro Lys Phe Val Giu Asp
340 345 350

Phe Lys Lys Gly Lys Leu Gln Ala Ile Val Lys Ser Glu Pro Ile Pro
355 360 365

Glu Val Gln Glu Glu Ser Val Tyr His Leu Val Gly His Glu His Asp
370 375 380

Ala Ile Thr Lys Gln Lys Lys Asp Val Leu Val Glu Tyr Tyr Ala Pro
385 390 S 395 - N 400

Trp Cys Gly His Cys Lys Lys Leu Ala Pro Thr Tyr Glu Ile Leu Ala
405 410 415

Ser Ile Tyr Gln Asn Asp Thr Asp Ala Lys Glu Lys Val Val Ile Ala
420 425 | 430

Lys Tle Asp His Thr Ala Asn Asp Val Ala Gly Val Asp Ile Ala Gly
435 440 M5

Tyr Pro Thr Ile Ile Leu Tyr Pro Gly Asp Glu Ser Glu Pro Val Val
450 455 460 :

Tyr Glu Gly Ser Arg Thr Leu Glu Ala Leu Ser Ser Phe Ile Lys Glu
465 470 475 480

Lys Gly Ser Asn Gly Val Asp Ala Leu Ser Ile Lys Glu Ser Arg Val
' 485 490 495
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Glu Lys Glu Ala Asp Ala Gln Ala Asp Ala Pro Asp Ala Gly Val Ala
500 505 510

His Asp Glu Leu
515

<210> 3

<211> 936

<212> ADN

<213> Ogataea minuta

<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (936)

<400> 3
atg aaa gtg gca agt ttg ata gca ttg gtc git acg ccg att att get

Met Lys Val Ala Ser Leu Ile Ala Leu Val Val Thr Pro Ile Ile Ala °

1 5 10 15

gee act ggg gtg gta gea gat ccg cag cag cag gcc aaé aga cct ggt~
Ala Thr Gly Val Val Ala Asp Pro Gln Gln Gln Ala Lys Arg Pro Gly

20 25 30

ttt tac aag aat fca aag cat atc tac aat ctc act cce cag aac ttt
Phe Tyr Lys Asn Ser Lys His Ile Tyr Asn Leu Thr Pro Gln Asn Phe
35 40 45

gac géc gtg gtc ctg caa acc aac cat acg tct gtc gtg gag tte tat
Asp Asp Val Val Leu Gin Thr Asn His Thr Ser Val Val Glu Phe Tyr
50 55 60

geg cca tgg tgt gege tat tge gea gag ttt gag age cag tac cge aaé
Ala Pro Trp Cys Gly Tyr Cys Ala Glu Phe Glu Ser Gln Tyr Arg Lys
65 70 75 80

gca gea aag atc gga tcg gag ttc gtg aat ttt geg gec gtt aac tge
Ala Ala Lys Ile Gly Ser Glu Phe Val Asn Phe Ala Ala‘Val Asn Cys

60

48

96

144

192

240

288
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85 90 95
gac gaa gac aag aac aaa cca ttg tgc aac aag tac cge gtc gaa ggg 336
Asp Glu Asp Lys Asn Lys Pro Leu Cys Asn Lys Tyr Arg Val Glu Gly
100 105 110
ttc ccg acg gtg atg gtt ttc cgt cca geg aag gtec aac teg geg gga 384
Phe Pro Thr Val Met Val Phe Arg Pro Ala Lys Val Asn Ser Ala Gly
115 120 . 125
tcc aac gge aac agg cct cat tec tce gaa acg tat cgg gge gag aga 432
Ser Asn Gly Asn Arg Pro His Ser Ser Glu Thr Tyr Arg Gly Glu Arg
130 135 140
acg geg get aag ttg cte gag cat gtc aag gge cgt gtg gtg aat tac 480
Thr Ala Ala Lys Leu Leu Glu His Val Lys Gly Arg Val Val Asn Tyr
145 150 155 . 160
gtg aag aga atc aag ctc aac aaa ctt gat gaa ttt ctc aaa ccg aat 528
Val Lys Arg Ile Lys Leu Asn Lys Leu Asp Glu Phe Leu Lys Pro Asn
165 170 175
gaa aag agc aga gtc tig ctg gtg act tca aaa agc act ctt teg ccg 576
Glu Lys Ser Arg Val Leu Leu Val Thr Ser Lys Ser Thr Leu Ser Pro
180 18 . 190
gtt ttc aag age ctg tcg atc gat ttt cte gac tca gtc acg ttg geca 624
Val Phe Lys Ser Leu Ser Ile Asp Phe Leu Asp Ser Val Thr Leu Ala
195 200 205
tac ctc act ctg age gaa aac gac tcc gaa ggt aga gac aaa ctg ctg 672
Tyr Leu Thr Leu Ser Glu Asn Asp Ser Glu Gly Arg Asp Lys Leu Leu
210 215 220
gaa aag att cct gee ctc aaa geg gac ttec aaa gtc'ccg act tta ctc 720
Glu Lys Ile Pro Ala Leu Lys Ala Asp Phe Lys Val Pro Thr Leu Leu
225 230 235 240
gce atc gac aag gga acg aaa aat gtg acg gtt tat gat tcc gaa teg 768

Ala Ile Asp Lys Gly Thr Lys Asn Val Thr Val Tyr Asp Ser Glu Ser
245 250 255
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atg tcg aaa aaa gag ctg acg aag ttc atg tct aag ttc gge cag cca
Met Ser Lys Lys Glu Leu Thr Lys Phe Met Ser Lys Phe Gly Gln Pro
260 265 270

caa gag ggg gca atg age gaa aga ggg ggc atc ttg aaa gga atc aag
Gln Glu Gly Ala Met Ser Glu Arg Gly Gly Ile Leu Lys Gly Ile Lys
275 280 285

aag ggt gct tac aag agc ttc aaa gat tac aaa aag aag atg caa caa
Lys Gly Ala Tyr Lys Ser Phe Lys Asp Tyr Lys Lys Lys Met Gln Gln
290 295 300

get ctt gaa aaa gat gag cta. tga
Ala Leu Glu Lys Asp Glu Leu
305 310

<210> 4

<211> 311

<212> PRT

<213> Ogataea minuta

<400> 4
Met Lys Val Ala Ser Leu Ile Ala Leu Val Val Thr Pro Ile Ile Ala

1 5 10 15

Ala Thr Gly Vél Val Ala Asp Prquln Gln Gln Ala Lys Arg Pro Gly

20 25 . _ 30 -

Phe Tyr Lys Asn Ser Lys His Ile Tyr Asn Leu Thr Pro Gln Asn Phe-

B 40 5

Asp Asp Val Val Leu Gln Thr Asn His Thr Ser Val Val Glu Phe Tyr

50 55 60

Ala Pro Trp Cys Gly Tyr Cys Ala Glu Phe Glu Ser Gln Tyr Arg Lys
65 70 75 80
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Ala Ala Lys Ile Gly Ser Glu Phe Val Asn Phe Ala Ala Val Asn Cys
85 90 95

Asp Glu Asp Lys Asn-Lys Pro Leu Cys Asn Lys Tyr Arg Val Glu Gly
100 105 110

Phe Pro Thr Val Met Val Phe Arg Pro Ala Lys Val Asn Ser Ala Gly
115 120 : 125

‘Ser Asn Gly Asn Arg Pro His Ser Seér Glu Thr Tyr Arg Gly Glu Arg
130 135 140 ‘

Thr Ala Ala Lys Leu Leu Glu His Val Lys Gly Arg Val Val Asn Tyr
145 150 185 - 160

Val Lys Arg Ile Lys Leu Asn Lys Leu Asp Glu Phe Leu Lys Pro Asn
165 170 175

Glu Lys Ser Arg Val Leu Leu Val Thr Ser Lys'Ser Thr Leu Ser Pro
180 185 190

Val Phe Lys Ser Leu Ser Ile Asb Phe Leu Asp Ser Val Thr Leu Ala
195 _ 200 205

Tyr Leu Thr Leu Ser Glu Asn Asp Ser Glu Gly Arg Asp Lys Leu Leu
210 215 220

Glu Lys Ile Pro Ala Leu Lys Ala Asp Phe Lys Val Pro Thr Leu Leu
225 230 235 240
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Ala Ile Asp Lys Gly Thr Lys Asn Val Thr Val Tyr Asp Ser Glu Ser
245 250 255

Met Ser Lys Lys Glu Leu Thr Lys Phe Met Ser Lys Phe Gly Gln Pro
260 265 - 270

Gln Glu Gly Ala Met Ser Glu Arg Gly Gly Ile Leu Lys Gly Ile Lys
275 280 286 -

Lys Gly Ala Tyr Lys Ser Phe Lys Asp Tyr Lys Lys Lys Met Gln Gln
290 295 : 300

Ala Leu Glu Lys Asp Glu Leu
305 310

<210>5

<211> 930

<212> ADN

<213> Ogataea minuta

<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (930)

<400> 5

atg tit atg gag atc gga gag gcg tac gag gtg ctg atg gat tca gaa

Met Phe Met Glu Ile Gly Glu Ala Tyr Glu Val Leu Met Asp Ser Glu
1 -5 10 15

aag aga tcc ata tat gac agg tac gga gag gaa ggc ttg aaa gge get
Lys Arg Ser Ile Tyr Asp Arg Tyr Gly Glu Glu Gly Leu Lys Gly Gly
20 25 30

gca ggg ggc gga gga gga gga caa cac cac gat ccg tte gac atg ttt
Ala Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gln His His Asp Pro Phe Asp Met Phe
35 40 45

64

48

96

144



gce aac ttt tte
Ala Asn Phe Phe
50

cca aga ggg teg

Pro Arg Gly Ser

65

ttt tac aac gga
Phe Tyr Asn Gly

tgt gac cgt tgt
Cys Asp Arg Cys
100

tgt tct cga tge
-Cys Ser Arg Cys
115

ggt cct gge atg
~ Gly Pro Gly Met
130

gga gca gga aaa
Gly Ala Gly Lys
145 .

gge gtt gte cgt
Gly Val val Arg

act ceg cge gac
Thr Pro Arg Asp
180

ccg gag tgg gag
Pro Glu Trp Glu
' 195,

agc gga aac ctt

g8c
Gly

gac
Asp

gtg
Val
85

gac

Asp

aat
Asn

tte
Phe

cag
Gln

gga
Gly
165

cac
His

get
Ala

42424

ES 2 537806 T3

gec gee get geg

Gly Ala Gly Gly Arg Gln Gln

55

att gee acg gag

cgt

atg

caa caa

60

gag ttt

Ile Ala Thr Glu Met Glu Phe

70
aat égc gac ttt

Asn Ser Asp Phe

gga agc ggg tcg
Gly Ser Gly Ser
105

ggt cgt gec cgg

teca
Ser
g0

cag
Gln

gtg

75

ctc gaa
Leu Glu

gac ggg
Asp Gly

tta gtg

Gly Arg Gly Arg Val Leu Val

120

cag cag atg gag
Gln Gln Met Glu
135

att act cac cat
Ile Thr His His
150 '

att cge aac ttc
Ile Arg Asn Phe

gtc gaa gtg tac
Val Glu Val Tyr
185

get aac tta cgt
Gly Asn Leu Arg
200

tat cgt cgg atc

tecg
Ser

tge
Cys

aac
Asn
170

gag
Glu

ctg
Leu

gea

65

geg tgt
Ala Cys
140

‘aag aag
Lys Lys
155

atc cac
Ile His

get cag
Gly Gln

age gte
Ser Val

aac aat

gtt
Val

gca cgg ggea
Ala Arg Gly

acc ttg aaa
Thr Leu Lys

gag
Glu
80

atc
Ile

ctg caa gac
Leu Gln Asp
95

aaa gtg cac
Lys Val His
110

aag
Lys

ttg
Lys Arg Gln Leu
125

aag aga cag

cce gac tgt
Pro Asp Cys

cgt
Arg

tgt cgg ggt
Cys Arg Gly Gly

160

ctt gag cca gga
Leu Glu Pro Gly
175

tct
Ser

tcc gac agg
Ser Asp Arg
190

aga gag aag aaa
Arg Glu Lys Lys
205 '

ctg tac cge aca

ggc -

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672
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Ser Gly Asn Leu Gly Tyr Arg Arg Ile Gly Asn Asn Leu Tyr Arg Thr
210 215 : 220

gag atc ttg acg ctg agc gag tct ctg aag ggt ggt tgg gtc cge gag
Glu Ile Leu Thr Leu Ser Glu Ser Leu Lys Gly Gly Trp Val Arg Glu
225 230 235 240

atc ccg ttt ctg gac aac tac gac gcc gtc tta aag ctg gaa aga cca
Ile Pro Phe Leu Asp Asn Tyr Asp Ala Val Leu Lys Leu Glu Arg Pro
245 250 255

ctc gga agt gtt gtt acc agec ggg gaa gtg cag gtg gtg aaa gga aag
Leu Gly Ser Val Val Thr Ser Gly Glu Val Gln Val Val Lys Gly Lys
260 265 270

ggt atg ccg att gee aac tee gtg gat cag ttt gge gat ctg tat gtg
Gly Met Pro Ile Ala Asn Ser Val Asp Gln Phe Gly Asp Leu Tyr Val
275 280 285

gag tat gtg gtg ttg tat ccg gga gga age ccg aag aag gtg age aag
Glu Tyr Val Val Leu Tyr Pro Gly Gly Ser Pro Lys Lys Val Ser Lys
290 295 . 300

ttg cac gac gag ctg tga
Leu His Asp Glu Leu
305 -

<210> 6

<211> 309

<212> PRT

<213> Ogataea minuta

<400> 6
Met Phe Met Glu Ile Gly Glu Ala Tyr Glu Val Leu Met Asp Ser Glu

1 5 10 15

Lys Arg Ser Ile Tyr Asp Arg Tyr Gly Glu Glu Gly Leu Lys Gly Gly
20 25 30

66

720

768

816

864

912

930 -
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Ala Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gln His His Asp Pro Phe Asp Met Phe
35 40 45

Ala Asn Phe Phe Gly Gly Ala Gly Gly Arg Gln Gln Ala Arg Gly Val
50 55 60

Pro Arg Gly Ser Asp Ile Ala Thr Glu Met Glu Phe Thr Leu Lys Glu
65 : 70 75 80

Phe Tyr Asn Gly Val Asn Ser Asp Phe Ser Leu Glu Leu Gln Asp Ile
85 90 95

Cys Asp Arg Cys Asp Gly Ser Gly Ser Gln Asp Gly Lys Val His Lys
100 105 . 110

Cys Ser Arg Cys Asn Gly Arg Gly Arg Val Leu Val Lys Arg Gln Leu
115 _ 120 ‘ 125

Gly Pro Gly Met Phe Gln Gln Met Glu Ser Ala Cys Pro Asp Cys Arg
130 , 135 140

Gly Ala Gly Lys Gln Ile Thr His His Cys Lys Lys Cys Arg Gly Gly
145 150 155 160

Gly Val Val Arg Gly Ile Arg Asn Phe Asn Ile His Leu Glu Pro Gly
165 170 175

Thr Pro Arg Asp His Val Glu Val Tyr Glu Gly Gln Ser Asp Arg Ser
180 185 190

Pro Glu Trp Glu Ala Gly Asn Leu Arg Leu Ser Val Arg Glu Lys Lys

67
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195 200 205

Ser Gly Asn Leu Gly Tyr Arg Arg Ile Gly Asn Asn Leu Tyr Arg Thr
210 215 220

Glu Ile Leu Thr Leu Ser Glu Ser Leu Lys Gly Gly Trp Val Arg Glu
225 230 235 240

Ile Pro Phe Leu Asp Asn Tyr Asp Ala Val Leu Lys Leu Glu Arg Pro
245 250 255

Leu Gly Ser Val Val Thr Ser Gly Glu Val Gln Val Val Lys Gly Lys
260 265 270

Gly Met Pro Ile Ala Asn Ser Val Asp Gln Phe Gly Asp Leu Tyr Val
275 ' 280 285

Glu Tyr Val Val Leu Tyr Pro Gly Gly Ser Pro Lys Lys Val Ser Lys
290 295 300

Leu His Asp Glu Leu

305
<210>7
<211> 1137

<212> ADN
<213> Ogataea minuta

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1137)

<400> 7

68
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atg aaa gtc acg tct atc tgg caa gtc ctg ttt atg ttg atc gee gge

Met Lys Val Thr Ser Ile Trp Gln Val Leu Phe Met Leu Ile Ala Gly
1 5 10 156

gtt atg gecg tca geg tec aaa gtg atg gag ctg aac gac aag aac ttt
Val Met'Ala Ser Ala Ser Lys Val Met Glu Leu Asn Asp Lys Asn Phe
20 ‘ 25 30

gac gag gtg gtt cte aac tcc gga aag acc tcg cta gtg gaa ttc tac
Asp Glu Val Val Leu Asn Ser Gly Lys Thr Ser Leu Val Glu Phe Tyr
35 40 45

geg teg tgg tge agt cac tge ‘aag aag ttg gag cct act tgg gaa gag

Ala Ser Trp Cys Ser His Cys Lys Lys Leu Glu Pro Thr Trp Glu Glu
50 55 60

ctg gee teg geg tac gga aac aag aac gat atc cag ate gtc aag atc

Leu Ala Ser Ala Tyr Gly Asn Lys Asn Asp Ile Gln Ile Val Lys Ile

65 70 75 ’ 80

gac gct gac gaa aac gga aac gtg gga aga aaa ttc gga atc aag gga
Asp Ala Asp Glu Asn Gly Asn Val Gly Arg Lys Phe Gly Ile Lys Gly
85 90 95

ttt ccc acg ctg aaa ctg ttc aaa aaa gat gat ctc aac aac cca gtg
Phe Pro Thr Leu Lys Leu Phe Lys Lys Asp Asp Leu Asn Asn Pro Val
100 105 110

gaa ttt gaa gge tcc agg gac tte cat tet ttc acc aac ttc att get
Glu Phe Glu Gly Ser Arg Asp Phe His Ser Phe Thr Asn Phe Ile Ala
115 120 125

gca cac acg ggt atc aag get gee aac geg gtt cec act gag ceg tec
Ala His Thr Gly Ile Lys Ala Ala Asn Ala Val Pro Thr Glu Pro Ser
130 135 140

aaa gtg gtg gaa ctg cac gat gga aat ttg gag gag ctt gtt aag gag
Lys Val Val Glu Leu His Asp Gly Asn Leu Glu GIu Leu Val Lys Glu
145 150 155 160
cag gga aaa aat gct ctt ttt gea atc acc gea gag tgg tgt ggt tac

Gln Gly Lys Asn Ala Leu Phe Ala Ile Thr Ala Glu Trp Cys Gly Tyr

69

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528
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165 170 175
tgc aag aag ctc aag cct aca tgg gag cag ctg get gec gtt tte caa 576
Cys Lys Lys Leu Lys Pro Thr Trp Glu Gln Leu Ala Ala Val Phe Gln
180 . 185 190
gec gac gag gaa aac atc ttg att gga cag gtc caa acc acc gge gat 624
Gly Asp Glu Glu Asn Ile Leu Ile Gly Gln Val Gln Thr Thr Gly Asp
195 200 205
aac cca aca gaa tgg atc cag gag aaa tac aac ctc cag tcg ttc cce 672
Asn Pro Thr Glu Trp Ile Gln Glu Lys Tyr Asn Leu Gln Ser Phe Pro
210 215 220

aca ata gtc ttc atc gag aag ggc aac ctg gac gag cct gtg ttc tat 720
Thr Ile Val Phe Ile Glu Lys Gly Asn Leu Asp Glu Pro Val Phe Tyr~

225 230 235 240

ccg tac gga aga gag ctg gga gac ctg gtt gag ttc gtt aac acc cag 768
Pro Tyr Gly Arg Glu Leu Gly Asp Leu Val Glu Phe Val Asn Thr Gln

245 250 255
gce gga act cac cgg aac gag aaa gge gag ctg gac tce gag gec ggg - 816
Ala Gly Thr His Arg Asn Glu Lys Gly Glu Leu Asp Ser Glu Ala Gly
260 ) 265 270
ctg ata cac gca gtc gac gag ctg gtt gag cag ttt gtc ggt tec teg 864
Leu Ile His Ala Val Asp Glu Leu Val Glu Gln Phe Val Gly Ser Ser
275 280 285
agc agc gge aga aaa aat ctg gtt cecg aaa tte ttg gaa get ttg aaa 912
- Ser Ser Gly Arg Lys Asn Leu Val Pro’Lys Phe Leu Glu Ala Leu Lys
290 295 300

teg get gac ace gac aat geca ttg tcg aaa gaa gtg aaa tac tac aac 960
Ser Ala Asp Thr Asp Asn Ala Leu Ser Lys Glu Val Lys Tyr Tyr Asn

305 310 - 315 320

aag atc atc cat acg atg gtc aac ggt ccc ttt gac ttc gtc geg aaa 1008
Lys Ile Ile His Thr Met Val Asn Gly Pro Phe Asp Phe Val Ala Lys
325 330 335

70
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gaa acc gct aga ctg gag tcg cta ctg aag tcg gat ctg tct tec cga
Glu Thr Ala Arg Leu Glu Ser Leu Leu Lys Ser Asp Leu Ser Ser Arg
340 345 350

gcc aga gac tca get tee ttt aga ctc aac atc ctc aag ttt tte age
Ala Arg Asp Ser Ala Ser Phe Arg Leu Asn Ile Leu Lys Phe Phe Ser
355 . 360 365

gat cct gece cet cea gec aag gat gag ctg tga
Asp Pro Ala Pro Pro Ala Lys Asp Glu Leu
370 375

<210> 8

<211> 378

<212> PRT

<213> Ogataea minuta

<400> 8
Met Lys Val Thr Ser Ile Trp Gln Val Leu Phe Met Leu Ile Ala Gly

1 5 10 15

Val Met Ala Ser Ala Ser Lys Val Met Glu Leu Asn Asp Lys Asn Phe
20 25 30

Asp Glu Val Val Leu Asn Ser Gly Lys Thr Ser Leu Val Glu Phe Tyr
35 40 45

Ala Ser Trp Cys Ser His Cys Lys Lys Leu Glu Pro Thr Trp Glu Glu
50 55 60

Leu Ala Ser Ala Tyr Gly Asn Lys Asn Asp Ile Gln Ile Val Lys Ile
65 70 ' 75 80

Asp Ala Asp Glu Asn Gly Asn Val Gly Arg Lys Phe Gly Ile Lys Gly
85 90 95

71

1056

1104

1137
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Phe Pro Thr Leu Lys Leu Phe Lys Lys Asp Asp Leu Asn Asn Pro Val
100 105 110

Glu Phe Glu Gly Ser Arg Asp Phe His Ser Phe Thr Asn Phe Ile Ala
115 120 : 125

Ala His Thr Gly Ile Lys Ala Ala Asn Ala Val Pro Thr Glu Pro Ser
130 135 140 -

Lys Val Val Glu Leu His Asp Gly Asn Leu Glu Glu Leu Val Lys Glu
145 150 155 ' 160

Gln Gly Lys Asn Ala Leu Phe Ala Ile Thr Ala Glu Trp Cys Gly Tyr
165 170 175

Cys Lys Lys Leu Lys Pro Thr Trp Glu Gln Leu Ala Ala Val Phe Gln
180 185 190

Gly Asp Glu Glu Asn .Ile Leu Ile Gly Gln Val Gln Thr Thr Gly Asp
: 195 200 205" '

Asn Pro Thr Glu T;p Ile Gln Glu Lys Tyr Asn Leu Gln Ser Phe Pro
210 215 220

Thr Ile Val Phe Ile Glu,Lys Gly Asn Leu Asp Glu Prb Val Phe Tyr
225 230 235 240

"~ Pro Tyr Gly Arg Glu Leu Gly Asp Leu Val Glu Phe Val Asn Thr Gln
245 250 255

72
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Ala Gly Thr His Axg Asn Glu Lys Gly Glu Leu Asp Ser Glu Ala Gly
260 265 270

Leu Ile His Ala Val Asp Glu Leu Val Glu Gln Phe Val Gly Ser Ser
2756 280 285

Ser Ser Gly Arg Lys Asn Leu Val Pro Lys Phe Leu Glu Ala Leu'Lys
290 295 30 -

Ser Ala Asp Thr Asp Asn Ala Leu Ser Lys Glu Val Lys Tyr Tyr Asn
305 310 - 315 320

Lys Ile Ile His Thr Met Val Asn Gly Pro Phe Asp Phe Val Ala Ly
325 330 336 -

Glu Thr Ala Arg Leu Glu Ser Leu Leu Lys'Ser Asp Leu Ser Ser Arg
. 340 ' 345 350

Ala Arg Asp Ser Ala Ser Phe Arg Leu Asn Ile Leu Lys Phe Phe Ser
355 360 365

Asp Pro Ala Pro Pro Ala Lys Asp Glu Leu
‘ 370 . 375 '
<210>9

<211> 1728

<212> ADN
<213> Ogataea minuta

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (1728)

<400> 9

73
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atg aag cac gtg ata agt ggc cga tec cgg gtg geg ttg gge tgg att 48
Met Lys His Val Ile Ser Gly Arg Ser Arg Val Ala Leu Gly Trp Ile
1 5 10 15

ctg acg tgg ttg atc tgt geg att tge get gtt ccc gga get ggg ttg . 96
Leu Thr Trp Leu Ile Cys Ala Ile Cys Ala Val Pro Gly Ala Gly Leu
' 20 .25 30

cag gag att tcg téc ttg gag agg aaa ccg get tac ctg teg ceg cag . 144
Gln Glu Ile Ser Ser Leu Glu Arg Lys Pro Ala Tyr Leu Ser Pro Gln
35 40 45

tat gag tac gac aac att cac gag ttt gag tcg acg cct ttc cge gat 192
Tyr Glu Tyr Asp Asn Ile His Glu Phe Glu Ser Thr Pro Phe Arg Asp
50 55 60 :

tac gag acg ttc acg ggg tcc aag gtg agt gag agt tcg aac gtg act 240
Tyr Glu Thr Phe Thr Gly Ser Lys Val Ser Glu Ser Ser Asn Val Thr
65 70 75 : 80

ttt ggc cag atc aac geg ctec aac aac gaa atc aga ccg gtt ttg cac: 288
Phe Gly Gln Ile Asn Ala Leu Asn Asn Glu Ile Arg Pro Val Leu His
' 85 ' 90 95

gat ctg att aac gag aac ttc ttc aaa atc ttt cga ctc aac ctg tac 336
Asp Leu Ile Asn Glu Asn Phe Phe Lys Ile Phe Arg Leu Asn Leu Tyr
100 105 110

aaé gag tgt ccg ttc tgg tcg agt teg gag gga ttt tge atg cac aag 384
Lys Glu Cys Pro Phe Trp Ser Ser Ser Glu Gly Phe Cys Met His Lys
115 120 125 '

agc tgt gee gtg gac ace att gac gac tgg aaa gat ctt ccg gag ata 432
Ser Cys Ala Val Asp Thr Ile Asp Asb Trp Lys Asp Leu Pro Glu Ile

130 135 140
tgg cag ccc gag get ctg ggt cgg atec gag teg ttg acg cga gaa ceg 480
Trp Gln Pro Glu Ala Leu Gly Arg Ile Glu Ser Leu Thr Arg Glu Pro
145 150 | 155 160

cct acg acg ata tct gac geg gega aat gge teg tgt gte get gea gge 528

74
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Pro Thr Thr Ile Ser Asp Ala Gly Asn Gly Ser Cys Val Ala Ala Gly

165 170 175
gga cgg age acg cge gat tac tge gaa ctg gac gag gtc aac gag gac 576
Gly Arg Ser Thr Arg Asp Tyr Cys Glu Leu Asp Glu Val Asn Glu Asp
180 185 190 :
tcg gta tac gtg aat ctg gtg gac aat ccc gag aga ttc acg ggg tac 624
Ser Val Tyr Val Asn Leu Val Asp Asn Pro Glu Arg Phe Thr Gly Tyr
195 200 295
gga gga gat cag teg tte caa att tgg cge age attAtac aac gag aac 672
Gly Gly Asp Gin Ser Phe Gln Ile Trp Arg Ser Ile Tyr Asn Glu Asn
210 ' 215 220
tgt ttc aat ttg ggc tcg gat caa tgt ctc gag aag aac ttt ttc tac 720
Cys Phe Asn Leu Gly Ser Asp Gln Cys Leu Glu Lys Asn Phe Phe Tyr
225 230 235 240
aag ttg atc agt gga atg cac teg teg atec teg act cat cig acé aac 768
Lys Leu Ile Ser Gly Met His Ser Ser Ile Ser Thr His Leu Thr Asn
245 250 255
gag tac ctg aac ttc aag acc aag cag tat gga cag gat ctc aag cag 816
Glu Tyr Leu Asn Phe Lys Thr Lys Gln Tyr Gly Gln Asp Leu Lys Gln -
260 - 265 270
ttec atg atc cgg gtg gegeg gac ttc cct gac cgg tte gag aac ttg tat 864
Phé¢ Met Ile Arg Val Gly Asp Phe Pro Asp Arg Phe Glu Asn Leu Tyr
275 280 285
ctg aac tac gtt ctg gtg gitg aag tcc ttg atc aag ctg gag.cag teg 912
Leu Asn Tyr Val Leu Val Val Lys Ser Leu Ile Lys Leu Glu Gln Ser
290 295 300
ggt gtg ctg gac aac ctc cag ttc tgt gac gag gag gtg ttt cag acg 960
Gly Val Leu Asp Asn Leu Gln Phe Cys Asp Glu Glu Val Phe Gln Thr
305 310 315 320

aag gag aag gag cta aaa cgc gag ctg aag gag atg att tet ceg tte 1008
Lys Glu Lys Glu Leu Lys Arg Glu Leu Lys Glu Met Ile Ser Pro Phe
325 330 335

75



tac cag ctg gcg gaa get gge
Tyr Gln Leu Ala Glu Gly Gly

340

cac tcg ctg ttc cag age gag
His Ser Leu Phe Gln Ser Glu
355

agt gag aac tic agg aac gtg
Ser Glu Asn Phe Arg Asn Val
370 375

gac agg tgc aga ctg tgg geg
Asp Arg Cys Arg Leu Trp Gly
385 390

geg ctg aag att tig ttt gag
Ala Leu Lys Ile Leu Phe Glu
405

gge aag aat ttc cag atc tce

Gly Lys Asn Phe Gln Ile Ser Lys Ile Glu Leu Val Ala Leu Ile Asn

420

acg ttt gac agg ctg tec aag
Thr Phe Asp Arg Leu Ser Lys
435

caa ctg tac gat ctg aga atg
Gln Leu Tyr Asp Leu Arg Met
450 455

att act gea gac acg ttt gac
Ile Thr Ala Asp Thr Phe Asp
465 470

acg gtg gac gta ttc gge cag
Thr Val Asp Val Phe Gly Gln
485

gac gtt aga tat ccc gac aga

ES 2 537806 T3

aaa gtg gac gag tgt ctg ttc aac gag
Lys Val Asp Glu Cys Leu Phe Asn Glu
345 350

gac tcg acg tat ctg aag gac gag ttc
Asp Ser Thr Tyr Leu Lys Asp Glu Phe
360 - 365

tcg cgg ate atg gat tgt gtc cac tge
Ser Arg Ile Met Asp Cys Val His Cys
380

aag gtg cag acc acc ggg tac gga act
Lys Val Gln Thr Thr Gly Tyr Gly Thr
395 400

ctg gat gca agc gac age cac gag ctg
Leu Asp Ala Ser Asp Ser His Glu Leu
410 415

aaa atc gag ctg gtc gee ctg atc aac
425 430

agce gtg cac gecc atc gga aac tic aaa
Ser Val His Ala lle Gly Asn Phe Lys
440 445

aaa cag gag gaa gaa ggg ggg tcc atg
Lys Gln Glu Glu Glu Gly Gly Ser Met
460 '

ttg gag caa ttg ctg ttg aca gac cag

Leu Glu Gln Leu Leu Leu Thr Asp Gln

475 480

agc act tct gag cca gaa ace ccg teg

Ser Thr Ser Glu Pro Glu Thr Pro Ser
490 405

aca cgg gec tcg cte gtt cec gag ggg

76

1056

1104

1162

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1636



ES 2 537806 T3

Asp Val Arg Tyr Pro Asp Arg Thr Arg Gly Ser Leu Val Pro Glu Gly
‘ 500 505 510

ctc gge gag geg ttc aag aca.gag ctg tac age gtt tat cag geg tte
Leu Gly Glu Ala Phe Lys Thr Glu Leu Tyr Ser Val Tyr Gln Ala Phe
515 520 525

tac ttt gtc gtg acc age tac acc atg ttc ccc aag ctg atc tac aac
Tyr Phe Val Val Thr Ser Tyr Thr Met Phe Pro Lys Leu Ile Tyr Asn
530 535 540

tac ctg ctg atc cgg gtg gtg tac tgg tgg aac atc ttt gtg ggt cat
Tyr Leu Leu Ile Arg Val Val Tyr Trp Trp Asn-Ile Phe Val Gly His
545 A 550 - 555 - 560

gta cac gag gac ttt gac gtg gat cge ctg tat cgt ttg gag cta taa
Val His Glu Asp Phe Asp Val Asp Arg Leu Tyr Arg Leu Glu Leu
565 570 575

<210> 10

<211> 575

<212> PRT

<213> Ogataea minuta

<400> 10
Met Lys His Val Ile Ser Gly Arg Ser Arg Val Ala Leu Gly Trp Ile

1 8 10 15

Leu Thr Trp Leu Ile Cys Ala Ile Cys Ala Val Pro Gly Ala Gly Leu
20 .25 30

,Gln Glu Ile Ser Ser Leu Glu Arg Lys Pro Ala Tyr Leu Ser Pro Gln
35 40 - ] 45

Tyr Glu Tyr Asp Asn Ile His Glu Phe Glu Ser Thr Pro Phe Arg Asp
50 55 60

77

1584

1632

1680

1728
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Tyr Glu Thr Phe Thr Gly Ser‘Lys Val Ser Glu Ser Ser Asn Val Thr
65 _ 70 ' 75 80

Phe Gly Gln Ile Asn Ala Leu Asn Asn Glu Ile Arg Pro Val Leu His
' 85 90 95

~ Asp Leu Ile Asn Glu Asn Phe Phe Lys Ile Phe Arg Leu Asn Leu Tyr
100 105 110

Lys Glu Cys Pro Phe Trp Ser Ser Ser Glu Gly Phe Cys Met His Lys
115 120 125

Ser Cys Ala Val Asp Thr Ile Asp Asp Trp Lys Asp Leu Pro Glu Ile
130 135 , 140

Trp Gln Pro Glu Ala Leu Gly Arg Ile Glu Ser Leu Thr Arg Glu Pro
145 150 155 160

Pro Thr Thr Ile Ser Asp Ala Gly Asn Gly Ser Cys Val Ala Ala Gly
165 170 175

Gly Arg Ser Thr Arg Asp Tyr Cys Glu Leu Asp Glu Val Asn Glu Asp
180 185 190

Ser Val Tyr Val Asn Leu Val Asp Asn Pro Glu Arg Phe Thr Gly Tyr
195 200 205

Gly Gly Asp Gln Ser Phe Gln Ile Trp Arg Ser Ile Tyr Asn Glu Asn
210 215 220

Cys Phe Asn Leu Gly Ser Asp Gln Cys Leu Glu Lys Asn Phe Phe Tyr

78



ES 2 537806 T3

225 230 235 ' 240

Lys Leu Ile Ser Gly Met His Ser Ser Ile Ser Thr His Leu Thr Asn
245 250 . 255

Glu Tyr Leu Asn Phe Lys Thr Lys Gln Tyr Gly Gln Asp Leu Lys Gln
260 265 : 270

Phe Met Ile Arg Val Gly Asp Phe Pro Asp Arg Phe Glu Asn Leu Tyr
275 280 285

Leu Asn Tyr Val Leu Val Val Lys Ser Leu Ile Lys Leu Glu Gln Ser
- 290 295 300

Gly Val Leu Asp Asn Leu Gln Phe Cys Asp Glu Glu Val Phe Gln Thr
" 305 310 315 320

Lys Glu Lys Glu Leu Lys Arg Glu Leu-Lys Glu Met Ile Ser Pro Phe
' 326 ‘ 330 335

Tyr Gln Leu Ala Glu_Gly Gly Lys Val Asp Glu Cys Leu Phe Asn Glu
340 345 ) 350

His Ser Leu Phe Gln Ser Glu Asp Ser Thr Tyr Leu Lys Asp Glu Phe
355 360 365

Ser Glu Asn Phe Arg Asn Val Ser Arg Ile Met Asp Cys Val His Cys
370 375 380

Asp Arg Cys Arg Leu Trp Gly Lys Val Gln Thr Thr Gly Tyr Gly Thr
385 390 395 400

79
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Ala Leu Lys Ile Le‘u Phe Glu Leu Asp Ala Ser Asp Ser His Glu Leu
405 410 415

Gly Lys Asn Phe Gln Ile Ser Lys Ile Glu Leu Val Ala Leu Ile Asn
420 425 430

Thr Phe AspAArg Leu Ser Lys Ser Val His Ala Ile Gly Asn Phe Lys
435 440 445

Gln Leu Tyr Asp Leu Arg Met Lys Gln Glu Glu Glu Gly Gly Ser Met
450 455 460 :

Ile Thr Ala Asp Thr Phe Asp Leu Glu Gln Leu Leu Leﬁ Thr Asp Gln
465 470 475 480

Thr Val Asp Val Phe Gly Gln Ser Thr Ser Glu Pro Glu Thr Pro Ser
485 - 490 . 495

Asp Val Arg Tyr Pro Asp Arg Thr Afg Gly Ser Leu Val Pro Glu Gly
500 505 ‘ 510

Leu Gly Glu Ala Phe Lys Thr Glu Leu Tyr Ser Val Tyr Gln Ala Phe
515 520 525

B e

Tyr Phe Val Val Thr Ser Tyr Thr Met Phe Pro Lys Leu Ile Tyr Asn
530 535 540

Tyr Leu Leu Ile Arg Val Val Tyr Trp Trp Asn Ile Phe Val Gly His
545 550 555 560

Val His Glu Asp Phe Asp Val Asp Arg Leu Tyr Arg Leu Glu Leu
565 570 575

80
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<210> 11

<211> 2700

<212> ADN

<213> Ogataea minuta

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(2700)

<400> 11

atg gat tct acg caa ttt aca gac aga gct cta gac ata gtg acg acg 48
Met Asp Ser Thr Gln Phe Thr Asp Arg Ala Leu Asp Ile Val Thr Thr

1 5 10 - 15

gct cag aag cta tgt cag cag aac tca aac gca cag ata gtg cca ttg 96
Ala Gln Lys Leu Cys Gln Gln Asn Ser Asn Ala Gln Ile Val Pro Leu
20 25 30

cac ttt ctg gcg gea atg act ccg acc tcc agt gag ggg gag gea atc 144
His Phe Leu Ala Ala Met Thr Pro Thr Ser Ser Glu Gly Glu Ala Ile
35 ' 40 45

tat ctc aag acg ttg att gag aga ggt cga ttt gac tgg act get ttt 192
Tyr Leu Lys Thr Leu Ile Glu Arg Gly Arg Phe Asp Trp Thr Ala Phe
50 _ 55 60

gaa aga gcc gtt aat aaa gea gtg gtg cgg ctc cca age gtg gee ggt 240
Glu Arg Ala Val Asn Lys Ala Val Val Arg Leu Pro Ser Val Ala Gly
65 70 ' 75 80

tce aac acc gag cca age att tec gee tee gee gee age att ate ace 288
Ser Asn Thr Glu Pro Ser Ile Ser Ala Ser Ala Ala Ser Ile Ile Thr
' 85 90 - 95

aac gca tcc aag atc aag gca cag cag aaa gac tcg tac atc gge caa 336
Asn Ala Ser Lys Ile Lys Ala Gln Gln Lys Asp Ser Tyr Ile Gly Gln
100 105 110

81
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gac cac att ctc teg gee ctt ttg gac gat tct agt atc cag
Asp His Ile Leu Ser Ala Leu Leu Asp Asp Ser Ser Ile Gln
115 120 125

ctg aag gaa geg aac gtc aag ccc gac gea ttg aag aca cag
Leu Lys Glu Ala Asn Val Lys Pro Asp Ala Leu Lys Thr Gln
130 135 140

gaa ctc aga gge aat cag aga att gat tct cgt caa get gat
Glu Leu Arg Gly Asn Gln Arg Ile Asp Ser Arg Gln Ala Asp
145 150 155

cag aag ttt gag'ttt ctg tec aag tac gee ctt gat ctt ace
Gln Lys Phe Glu Phe Leu Ser Lys Tyr Ala Leu Asp Leu Thr
' 165 170

geg ttg cag ggt aag att gac cct gtg ata ggc aga gag gag
Ala Leu Gln Gly Lys Ile Asp Pro Val Ile Gly Arg Glu Glu
180 . 185 ' 190

aga agg gee att cgg gtt ctt tcg aga cgg gee aag teg aac
Arg Arg Ala Ile-Arg Val Leu Ser Arg Arg Ala Lys Ser Asn
195 200 . 205

ctg att gga gat cct ggt gtt get aag act agt att gtt gag
Leu Ile Gly Asp Pro Gly Val Gly Lys Thr Ser Ile Val Glu
210 _ 215 220

gca cag agg ata gtg gac aac gat gtt cct ace gtt tta cag
Ala Gln Arg Ile Val Asp Asn Asp Val Pro Thr Val Leu Gln
225 230 235

aag ctg tac tcg ctg gac ttg ggt gcg ttg aaa geg gega gee
Lys Leu Tyr Ser Leu Asp Leu Gly Ala Leu Lys Ala Gly Ala
: 245 250

cag gegt gag ttc gag gaa aga ttg aag gga gtt ttg age gac
Gln Gly Glu Phe Glu Glu Arg Leu Lys Gly Val Leu Ser Asp
260 265 270

agc tcg aac tcg atg atc ate ttg ttc atc gac gag atc cac
Ser Ser Asn Ser Met Ile Ile Leu Phe Ile Asp Glu Ile His

82

get gtg
Ala Val

atc gtt
Ile Val

teg tet
Ser Ser
160

gag cag
Glu Gln
175

gag atc
Glu Ile

cecg tgt
Pro Cys

gga gtc
Gly Val

geg tge
Gly Cys
240

aag tac
Lys Tyr
265

atc gaa
Ile Glu

atg tig
Met Leu

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864



275

atg ggc gat gga aag tcg gac
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280

get gee

285

aac ttg ctg aag cct get ctg

Met Gly Asp Gly Lys Ser Asp Ala Ala Asn Leu Leu Lys Pro Ala Leu

290 295
geg aga ggt cag tte cac tge
Ala Arg Gly Gln Phe His Cys
305 310

aga'aag cac atc gag aag gac
Arg Lys His Ile Glu Lys Asp
325

atc gac gtg aga gag ccg ace
Ile Asp Val Arg Glu Pro Thr
340

gea ctg cag cca agg tac gag
Gly Leu Gln Pro Arg Tyr Glu
355 '

agt gcc ctg gtg acg get get

atc ggt
Ile Gly

ggt get
Gly Ala

atc aga
Ile Arg
345

atc cac
Tle His
360

caa ctg

Ser Ala Leu Val Thr Ala Ala Gln Leu

370 375
aga aag ctt ccg gac tet gea
Arg Lys Leu Pro Asp Ser Ala
385 . 390

gga gtc gct gtt gee agg gac
Gly Val Ala Val Ala Arg Asp
405

gag aga cag cta cag ctg aic
Glu Arg Gln Leu Gln Leu Ile
420

gac cag gac gcc gac acg tee

gtg gat
Val Asp

tec aag
Ser Lys

gag gtt
Glu Val
425

acc aag

300

geg act ace gtg acc gag tac
Ala Thr Thr Val Thr Glu Tyr
315 320

ttc gag aga aga ttt cag aga
Phe Glu Arg Arg Phe Gln Arg
330 ‘ 336 |

gaa acc gtt
Glu Thr Val

gce att ctc aga
Ala Ile Leu Arg
350

cac ggt gtc
His Gly Val

cga atc ctg gac
Arg Ile Leu Asp
365

gee tee aga tac cte ace tac
Ala Ser Arg Tyr Leu Thr Tyr
380

ctg att gac gag tecc gee geg
Leu Ile Asp Glu Ser Ala Ala
395 400

ccg gag gag ctg gac tecec aag
Pro Glu Glu Leu Asp Ser Lys
410 415

gag atc aat gct ctg gaa aga
Glu Ile Asn Ala Leu Glu Arg
430

gag aga ctg gag cag‘gcc aga

Asp Gln Asp Ala Asp Thr Ser Thr Lyé Glu Arg Leu Glu Gln Ala Arg

’ 435

440

445

83

912

960

1008

1056

1104

1162

1200

1248

1296

1344
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cag aga aga cag aac ctg gag gaa gag ctg gect cca ttg agg gag aag
Gln Arg Arg Gln Asn Leu Glu Glu Glu Leu Ala Pro Leu Arg Glu Lys
450 455 460

tac cag cag gaa aga geg gge cac gag gag ctg act get gec aag aga
Tyr Gln Gln Glu Arg Ala Gly His Glu Glu Leu Thr Ala Ala Lys Arg
465 470 475 480

aag tta gac gac ctc gaa gtt aag gcg caa gat gecg gag aga aga cac
Lys Leu Asp Asp Leu Glu Val Lys Ala Gln Asp Ala Glu Arg Arg His
485 ' 490 495

gac tct cag acc att geg gac ctg cgg atg ttt gee att ceg gac gig
Asp Ser Gln Thr Ile Ala Asp Leu Arg Met Phe Ala Ile Pro Asp Val
: 500 505 510

éaa cgc aga att gag gag ttg gaa cag aaa gig gtt gaa gaa gag gce
Lys Arg Arg Ile Glu Glu Leu Glu Gln Lys Val Val Glu Glu Glu Ala
515 520 525

act tct gaa gat tic atg gtg aag aac gtt gtt ggt tcg gag caa gtt
Thr Ser Glu Asp Phe Met Val Lys Asn Val Val Gly Ser Glu Gln Val
530 535 540 ‘

tce gag acc geg gee ageg ttg ace ggt att ceg gte age aag ctg acg
Ser Glu Thr Ala Ala Arg Leu Thr Gly Ile Pro Val Ser Lys Leu Thr
545 550 b55 560

cag geca gaa aat gect aag ¢tg atc acc atg gag aag gag ctg tec get
Gln Ala Glu Asn Ala Lys Leu Ile Thr Met Glu Lys Glu Leu Ser Ala
565 570 ' 575

gee gtt gte gga cag gge gag get gtc aag get gtt teg aac. teg étc
Ala Val Val Gly Gln Gly Glu Ala Val Lys Ala Val Ser Asn Ser Ile
580 585 590

aga ttg tcg aga tct ggt ctg gee aat cet aac cag ceg gec teg tte

Arg Leu Ser Arg Ser Gly Leu Ala Asn Pro Asn Gln Pro Ala Ser Phe
595 600 605

ctg ttc ctg gga cte teg gegt tee ggt aag acg gag ctg gee aaa aag

Leu Phe Leu Gly Leu Ser Gly Ser Gly Lys Thr Glu Leu Ala Lys Lys

84

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872



610 615

ctg gea gegg ttec ctg tte teg
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gat gag

620

aag gcc atg atc aga atc gac

Leu Ala Gly Phe Leu Phe Ser Asp Glu Lys Ala Met Ile Arg Ile Asp

625 630

tgt tca gaa ctg atg gag aag

Cys Ser Glu Leu Met Glu Lys
645

acc gce ggt tac gtt gge tac

tac tcg
Tyr Ser

g2g gag

635 640
gtt tcc aag ctg ctg gge tee
Val Ser Lys Leu Leu Gly Ser
650 655

get ggt atg ttg acc aac cag

Thr Ala Gly Tyr Val Gly Tyr Glu Glu Gly Gly Met Leu Thr Asn Gln

660

ctt ttg aga aga ccg tac tct
Leu Leu Arg Arg Pro Tyr Ser
675

gee get cce gag gtg ctg aac
Ala Ala Pro Glu Val Leu Asn
690 ‘ 695

aga atc acc gcc gee aac ggt.
Arg Ile Thr Ala Ala Asn Gly
705 710

gtg atc atg acg tcc aac ctc

665
gtg gtg
Val Val.
680

att cte

670
ttg ttc gac gag gtc gag aag
Leu Phe Asp Glu Val Glu Lys
685

ctg cag atg ttg gac gac gga

Ile Leu Leu Gln Met Leu Asp Asp Gly

act ctc
Thr Leu

EEC ECE

700
gtc aac tge tcg aac get ate
Val Asn Cys Ser Asn Ala Ile
715 720

gag tac atc aac gca tca aag

Val Ile Met Thr Ser Asn Leu Gly Ala Glu Tyr Ile Asn Ala Ser Lys

725
gga acg aag gtg acc gac gag
Gly Thr Lys Val Thr Asp Glu
" 740

aag gga cat ttc aga ccg gag

gtc aga
Val Arg
745

ttc cte

730 735

age ctg gtg atg aac act gtc

Ser Leu Val Met Asn Thr Val
750

aac aga atc teg gee acc gig

Lys Gly His Phe Arg Pro Glu Phe Leu Asn Arg Ile Ser Ala Thr Val

755

gtg ttc aac aga ctc tcc aga

760

cat gcc

765

atc géc aag atc gtg cgg ctg

Val Phe Asn Arg Leu Ser Arg His Ala Ile Ala Lys Ile Val Arg Leu

770 775

780

85

1920

1968

2016

2064

2112

2160 -

2208

2256

2304

2352



aga

785

aaa

tac
Tyr

gaa
Glu

gac
Asp

gtt
Val
865

gag
Glu

gat
Asp
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ctg aag gaa atc gaa gag agg ttc gag gcc aac gge
Arg Leu Lys Glu Ile Glu Glu Arg Phe Glu Ala Asn Gly Lys Ser Ile

790

795

ctg aac gtg gac gat ggg gca ctc gag tac ctg tgc
Lys Leu Asn Val Asp Asp Gly Ala Leu Glu Tyr Leu Cys Lys Lys Gly

805

tet ccc gac tig
Ser Pro Asp Leu
820

atc ctg aac cat
Ile Leu Asn His
835

aaa gag gaa gtt
Lys Glu Glu Val
850

cct aac cat gac
Pro Asn His Asp

tgg acc gac gcc
Trp Thr Asp Ala
885

cte gat taa
Leu Asp

<210> 12

<211> 899

<212> PRT

<213> Ogataea minuta

<400> 12
Met Asp Ser Thr Gln Phe Thr Asp Arg Ala lLeu Asp Ile Val Thr Thr

1

5

810

gge get aga ccg ctg aac aga ctg

Gly Ala Arg Pro Leu Asn Arg Leu

825

ctg geg gteg atg gtg ttg aac gga

aag teg atc

800

aaa aag gga
815

atc cag agt

Ile Gln Ser

830

cag gtg ttg

Leu Ala Val Met Val Leu Asn Gly Gln Val Leu

840

éag att acg acg ggc agce aag gga
Gln Ile Thr Thr Gly Ser Lys Gly

855

860

845

atc gag gac gaa get atg gac gtg
Ile Glu Asp Glu Ala Met Asp Val Asp Val Asp

870

875

gcc gac gac gac gac tcg gge tac
Ala Asp Asp Asp.Asp Ser Gly Tyr Gly Ser Pro

890

10

86

ctg tet gtg

Leu Ser Val

gac gtg gac

880
gge agt cct

895

15

2400

2448

2496

2544

2592

2640

2688

2700
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Ala Gln Lys Leu Cys Gln Gln Asn Ser Asn Ala Gln Ile Val Pro Leu
20 25 30

His Phe Leu Ala Ala Met Thr Pro Thr Ser Ser Glu Gly Glu Ala Ile
35 40 ’ 45

Tyr Leu Lys Thr Leu Ile Glu Arg Gly Arg Phe Asp Trp Thr Ala Phe
50 55 60 -

Glu Arg Ala Val Asn Lys Ala Val Val Arg Leu Pro Ser Val Ala Gly
65 .70 75 _ 80°

Ser Asn Thr Glu Pro Ser Ile Ser Ala Ser Ala Ala Ser Ile Ile Thr
' 85 90 95

Asn Ala Ser Lys Ile Lys Ala Gln Gln Lys Asp Ser Tyr Ile Gly Gln
100 105 ‘ 110

Asp His Tle Leu Ser Ala Leu Leu Asp Asp Ser Ser Ile Gln Ala Val
115 120 125

Leu Lys Glu Ala Asn Val Lys Pro Asp Ala Leu Lys Thr Gln Ile Val
130 135 140

Glu Leu Arg Gly Asn Gln Arg Ile Asp Ser Arg Gln Ala Asp Ser Ser
145 150 155 160

Gln Lys Phe Glu Phe Leu Ser Lys Tyr Ala Leu Asp Leu Thr Glu Gln
165 170 ' 175

87
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Ala Leu Gln Gly Lys Ile Asp Pro Val Ile Gly Arg Glu Glu Glu Ile
180 185 190

Arg Arg Ala Ile Arg Val Leu Ser Arg Arg Ala Lys Ser Asn Pro Cys
195 - 200 205

Leu Ile Gly Asp Pro Gly Val Gly Lys Thr Ser Ile Val Glu Gly Val
210 : 215 220

Ala Gln Arg Ile Val Asp Asn Asp Val Pro Thr Val Leu Gln Gly Cys
225 230 235 240

Lys Leu Tyr Ser Leu Asp Leu Gly Ala Leu Lys Ala Gly Ala Lys Tyr
245 250 " 255

Gln Gly Glu Phe Glu Glu Arg Leu Lys Gly Val Leu Ser Asp Ile Glu
260 265 270

Ser Ser Asn Ser Met Ile Ile Leu Phe Ile Asp Glu Ile His Met Leu
276 280 285

Met Gly Asp Gly Lys Ser Asp Ala Ala Asn Leu Leu Lys Pro Ala Leu
290 295 - 300

Ala Arg Gly Gln Phe His Cys Ile Gly Ala Thr Thr Val Thr Glu Tyr
305 310 315 . 320

Arg Lys His Ile Glu Lys Asp Gly Ala Phe Glu Arg Arg Phe Gln Arg
325 330 335

Ile Asp Val Arg Glu Pro Thr Ile Arg Glu Thr Val Ala Ile Leu Arg
340 345 350

88
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Gly Leu Gln Pro Arg Tyr Glu Ile His His Gly Val Arg Ile Leu Asp
355 360 365

Ser Ala Leu Val Thr Ala Ala Gln Leu Ala Ser Arg Tyr Leu Thr Tyr
370 375 380

Arg Lys Leu Pro Asp Ser Ala Val Asp Leu Ile Asp Glu Ser Ala Ala
385 - 390 395 400

Gly Val Ala Val Ala Arg Asp Ser Lys Pro Glu Glu Leu Asp Ser Lys
405 410 _ 415

Glu Arg Gln Leu Gln Leu Ile Clu Val Glu Ile Asn Ala Leu Glu Arg
420 425 430

Asp Gln Asp Ala Asp Thr Ser Thr Lys Glu Arg Leu Glu Gln Ala Arg
435 440 445

Gln Arg Arg Gln Asn Leu Glu Glu Glu‘Leu Ala Pro Leu Arg Glu Lys
450 ‘ 455 460 :

Tyr Gln Gln Glu Arg Ala Gly His Glu Glu Leu Thr Ala Ala Lys Arg
465 470 475 - 480

P

Lys Leu Asp Asp Leu Glu Val Lys Ala Gln Asp Ala Glu Arg Arg His
485 490 495

Asp Ser Gln Thr Ile Ala Asp Leu Arg Met Phe Ala Ile Pro Asp Val
500 ' 505 ‘510

89
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Lys Arg Arg Ile Glu Glu Leu Glu Gln Lys Val Val Glu Glu Glu Ala
515 520 525

Thr Ser Glu Asp Phe Met Val Lys Asn Val Val Gly Ser Glu Gln Val
530 535 . 540

Ser Glu Thr Ala Ala Arg Leu Thr Gly.Ile Pro Val Ser Lys Leu Thr
545 550 555 560"

Gln Ala Glu Asn Ala Lys Leu Ile Thr Met Glu Lys Glu Leu Ser Ala
~ 565 570 575

Ala Val Val Gly Gln Gly Glu Ala Val Lys Ala Val Ser Asn Ser Ile
580 585 590

Arg Leu Ser Arg Ser Gly Leu Ala Asn Pro Asn Gln Pro Ala Ser Phe
595 ' 600 605

Leu Phe Leu Gly Leu Ser Gly Ser Gly Lys Thr Glu Leu Ala Lys Lys
610 615 620

Leu-Ala Gly Phe Leu Phe Ser Asp Glu Lys Ala Met Ile Arg Ile Asp
625 ' 630 635 640

Cys Ser Glu Leu Met Glu Lys Tyr Ser Val Ser Lys Leu Leu Gly Ser
645 650 655

Thr Ala Gly Tyr Val Gly Tyr Glu Glu Gly Gly Met Leu Thr Asn Gln
660 665 670

Leu Leu Arg Arg Pro Tyr Ser Val Val Leu Phe Asp Glu Val Glu Lys
675 680 685

90
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Ala Ala Pro Glu Val Leu Asn Ile Leu Leu Gln Met Leu Asp Asp Gly
690 695 700

Arg Ile Thr Ala Ala Asn Gly Thr Leu Val Asn Cys Ser Asn Ala Ile
705 ' 710 715 720

Val Ile Met Thr Ser Asn Leu Gly Ala Glu Tyr Ile Asn Ala Ser Lys
725 730 735

Gly Thr Lys Val Thr Asp Glu Val Arg Ser Leu Val Met Asn Thr Val
740 45 750

Lys Gly His Phe Arg Pro Glu Phe Leu Asn Arg Ile Ser Ala Thr Val
755 760 765

Val Phe Asn Arg Leu Ser Arg His Ala-Ile Ala Lys Ile Val Arg Leu
770 775 ' 780

Arg Leu Lys Glu Ile Glu Glu Arg Phe Glu Ala Asn Gly Lys Ser Ile
785 790 795 800

Lys Leu Asn Val Asp Asp Gly Ala Leu Glu Tyr Leu Cys Lys Lys Gly
805 810 815

Tyr Ser Pro Asp Leu Gly Ala Arg Pro Leu Asn Arg Leu Ile Gln Ser
820 825 830

Glu Ile Leu Asn His Leu Ala Val Met Val Leu Asn Gly Gln Val Leu
835 840 845

91
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Asp Lys Glu Glu Val Gln Ile Thr Thr Gly Ser Lys Gly Leu Ser Val
850 855 860

Val Pro Asn His Asp Ile Glu Asp Glu Ala Met Asp Val Aép Val Asp
865 870 875 880

Glu Trp Thr Asp Ala Ala Asp Asp Asp Asp Ser Gly Tyr Gly Ser Pfo
885 “890 895

Asp Leu Asp

<210> 13

<211> 1998

<212> ADN

<213> Ogataea minuta

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1998)

<400> 13

atg ttt aag ttc aac cgc tct gtg cta tct ata get acg ata ctg tat
Met Phe Lys Phe Asn Arg Ser Val Leu Ser Ile Ala Thr Ile Leu Tyr
1 5 10 © 16

gca gtg ctg ttg gta gtc cta cct ttg get tea caa caa ttc gtg_gaa
Ala Val Leu Leu Val Val Leu Pro Leu Ala Ser Gln Gln Phe Val Glu
20 25 30

gca gag geg aac gac aac tat ggt act gtt atc ggt atc gat ttg gga
Ala Glu Ala Asn Asp Asn Tyr Gly Thr Val Ile Gly Ile Asp Leu Gly
35 40 45

acc act tac tca tgt gtg ggt gtg atg aaa gect ggt aga gtt gag ate
Thr Thr Tyr Ser Cys Val Gly Val Met Lys Ala Gly Arg Val Glu Ile
50 . 55 60

92

48

96

144

192



ctt gcc aat gac cag ggt aac
Leu Ala Asn Asp Gln Gly Asn
65 70

act gat gaa gag aga ctt gtc
Thr Asp Glu Glu Arg Leu Val
85

tcec aac cca age aac aca atc
Ser Asn Pro Ser Asn Thr Ile
100

aga ttt gac gat aag gtt gtg
Arg Phe Asp Asp Lys Val Val
115

aag atc aga aac caa gag ggc
Lys Ile Arg Asn Gln Glu Gly
- 130 135

gga gag gtg acc acg ttc acg
Gly Glu Val Thr Thr Phe Thr
145 150

gea aag atg aag caa att gct
Gly Lys Met Lys Gln Ile Ala
165

cat get gtt gtc acg gtt cct
His Ala Val Val Thr Val Pro
180

gce acf aag gat get ggt ace
Ala Thr Lys Asp Ala Gly Thr
195

gtt aac gag cct act gece get
Val Asn Glu Pro Thr Ala Ala
210 215

gac gaa gag aag cat atc att
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aga att act cca
Arg Ile Thr Pro
75

gea gat gce gea
Gly Asp Ala Ala
90

ttc gat atc aag
Phe Asp Ile Lys
105

caa aaa gag att
Gln Lys Glu Ile
120

aga ccg gtc gtt
Arg Pro Val Val

gee géa gaa gtt
Ala Glu Glu Val
155

gaa gat tat cte
Glu Asp Tyr Leu
170

gca tac ttt aac
Ala Tyr Phe Asn
185

att gee ggt ctg

tct tat gtg gea
Ser Tyr Val Ala

aag aac cag att
Lys Asn Gln Ile
95

aga ctc ata gga
Arg Leu Ile Gly
' 110

gea cac cte cct
Ala His Leu Pro
125

gag gcc act gtc
Glu Ala Thr Val
140

tcg gee atg ate
Ser Ala Met Ile

gga aag aag gtt
Gly Lys Lys Val
176

gac gcc caa aga
Asp Ala Gln Arg
: 190

gaa gtt ttg aga

ttt
Phe
80

gee

Ala

cac
His

tac
Tyr

aat
Asn

ttg
Leu
160

ace
Thr

cag
Gln

att

Ile
200

gea
Ala

gtt

Ala Gly Leu Glu

att gct tac ggt
Ile Ala Tyr Gly
220

tac gat ttg ggt

93

Val Leu Arg Ile
205

ctc gac aag acg
Leu Asp Lys Thr

gea gga act ttt

240

288

336

384

432

480

628

576

624

672

720
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Asp Glu Glu Lys His Ile Ile Val Tyr Asp Leu Gly Gly Gly Thr
225 230 235

gat gtt tct ctg ttg aca att gca ggt gga gct ttc gag gtt cgt
Asp Val Ser Leu Leu Thr Ile Ala Gly Gly Ala Phe Glu Val Arg
245 250 255

acc gect ggt'gat acc cat ctt ggt ggt gag gac ttt gat tac aga
Thr Ala Gly Asp Thr His Leu Gly Gly Glu Asp Phe Asp Tyr Arg
260 265 ' 270

gte aga cat ttc atc aag gtg ttt aag aag aag cat gge att gat
Val Arg His Phe Ile Lys Val Phe Lys Lys Lys His Gly Ile Asp
215 : 280 285

agt gat aat cca aag gct ctt gct aaa ttg aag aga gaa gtt gaa
Ser Asp Asn Pro Lys Ala Leu Ala Lys Leu Lys Arg Glu Val Glu
290 295 300

get aag aga ace ttg tct tet caa atg tee ace aga att gag att
Ala Lys Arg Thr Leu Ser Ser Gln Met Ser Thr Arg Ile Glu Ile
305 310 315.

teg tte get gac gegt att gac ttc tce gag tee tta tce agg gee
Ser Phe Ala Asp Gly Ile Asp Phe Ser Glu Ser Leu Ser Arg Ala
325 : 330 335

ttc gag gaa ttg aac att gag ttg ttc aaa aag acc ttg aag cct
Phe Glu Glu Leu Asn Ile Glu Leu Phe Lys Lys Thr Leu Lys Pro
340 345 350

caa cgt gtt ctt gaa gac gec aaa ttc aag gtt tca gaa att gat

Phe
240

gee
Ala

gtt
Val

ate
Ile

aaa
Lys

gac
Asp
320

aag
Lys

gtt

Val

gac

Gln Arg Val Leu Glu Asp Ala Lys Phe Lys Val Ser Glu Ile Asp Asp

3565 i 360 + 365

att gtc ttg gtt get ggt tec acg aga att cca aag gtg caa gag
" Ile Val Leu Val Gly Gly Ser Thr Arg Ile Pro Lys Val Gln Glu
370 : 37 380

ctg gaa agt tac ttc aac ggc aag caa gtg tcc aag gga att aac
Leu Glu Ser Tyr Phe Asn Gly Lys Gln Val Ser Lys Gly Ile Asn
385 390 395

94

ttg
Leu

cca
Pro
400

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

11562

1200



gtt get
Val Ala
405

gat
Asp

gaa gct
Glu Ala

gaa gaa ggc gtt
Glu Glu Gly Val
420

ggt
Gly

act
Thr

atc gag
Ile Glu

ttg ggt
Leu Gly

435

aac act
Asn Thr
450

geca att
Ala Ile

aga
Arg

caa cct
Gln Pro

gct
Ala
465

gac aat
Asp Asn

gee
Ala

atg gca aag gat
Met Ala Lys Asp
485

att
Ile

cct cca gee cca
Pro Pro Ala Pro
500
ctg gac tcc aac gga
Asp Ser Asn Gly
515

Leu

aag tct aac tct
Lys Ser Asn Ser
530

get
Gly

aag gag gag att gag
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tac ggt geg get
Tyr Gly Ala Ala

gaa gac att gtt
Glu Asp Ile Val
425

acc tcc gge ggt
Thr Ser Gly Gly
440

cca acc aag aag
Pro Thr Lys Lys
455

gtt gte ttg atc
Val Val Leu Ile
470

aac aat ttg cta
Asn Asn Leu Leu

aga ggt acc cca
Arg Gly Thr Pro
505

atc ctg aag gtt
Ile Leu Lys Val
520

atc aca atc aca
Ile Thr Ile Thr
535

aag aag gtt gag

gtt caa
Val Gln
410

ttg att
Leu Ile

gtc atg
Val Met

tct caa
Ser Gln

caa gtc
Gln Val
475

gga aag
Gly Lys
490

caa att

Gln Ile

get gee
Ala Ala

aac gac
Asn Asp

gag gce

get ggt gte cte
Ala Gly Val Leu
415

aat cca
Asn Pro
430

gat gtg
Asp Val

acc act

Thr Thr
445

ttg att
Leu Ile

tct act
Ser Thr

att tte
Ile Phe
460

tat gaa
Tyr Glu

get gag
Gly Glu

ttg aag
Leu Lys
495

ttec gag
Phe Glu

act ttc
Thr Phe
510

gag gtg
Glu Val

act gat aaa ggt
Thr Asp Lys Gly
525

aag ggt aga ctt
Lys Gly Arg Leu
540

gaa cag tat gct

tct
Ser

tta
Leu

aag
Lys

get
Ala

aga
Arg
480

gat

Asp

act
Thr

act

teg
Ser

caa

Lys Glu Glu Ile Glu Lys Lys Val Glu Glu Ala Glu Gln Tyr Ala Gln

545

550

555

caa gat aag gag gtc aga gag aag atc gag agc aga aac gga ctt

95

560

gag

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1684

1632

1680

1728
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Gln Asp Lys Glu Val Arg Glu Lys Ile Glu Ser Arg Asn Gly Leu Glu
565 570 575 .

aac tac gcc cac teg ttg aaa aac caa gtg aac gat gag acc gga ttc
Asn Tyr Ala His Ser Leu Lys Asn Gln Val Asn Asp Glu Thr Gly Phe
580 585 . 590

ggc tcc aag ctt gat gag gat gac aag gaa act ttg ttg gat gee atc
Gly Ser Lys Leu Asp Glu Asp Asp Lys Glu Thr Leu Leu Asp Ala Ile
595 600 605 :

aac gag gca ttg gag tac ttg gac gac aac ttt gag acc gca aca aag
Asn Glu Ala Leu Glu Tyr Leu Asp Asp Asn Phe Glu Thr Ala Thr Lys
610 615 . 620

caa gac ttt gag gat cag aag gaa aaa ttg agt aag gtt get tac cca

Gln Asp Phe Glu Asp Gln Lys Glu Lys Leu Ser Lys Val Ala Tyr Pro
625 630 635 . 640

att act tca aag ttg tat gat acg cca cct act agt gac gaa gat gat
Ile Thr Ser Lys Leu Tyr Asp Thr Pro Pro Thr Ser Asp Glu Asp Asp
' 645 ' 650 4 655

gag gat gac tgg gat cat gat gag ctg tga
Glu Asp Asp Trp Asp His Asp Glu Leu
660 665

<210> 14

<211> 665

<212> PRT

<213> Ogataea minuta

<400> 14
Met Phe Lys Phe Asn Arg Ser Val Leu Ser Ile Ala Thr Ile Leu Tyr

1 5 10 15

Ala Val Leu Leu Val Val Leu Pro Leu Ala Ser Gln Gln Phe Val Glu
20 25 30

96

1776

1824

1872

1920

1968

1998
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Ala Glu Ala Asn Asp Asn Tyr Gly Thr Val Ile Gly Ile Asp Leu Gly
35 40 45

Thr Thr Tyr Ser Cys Val Gly Val Met Lys Ala Gly Arg Val Glu Ile
50 55 60

Leu Ala Asn Asp Gln Gly Asn Arg Ile Thr Pro Ser Tyr Val Ala Phe
65 70 75 . 80

Thr Asp Glu Glu Arg Leu Val Gly Asp Ala Ala Lys Asn Gln Ile Ala
' 85 . 90 95

Ser Asn Pro Ser Asn Thr Ile Phe Asp Ile Lys Arg Leu Ile Gly His
100 105 110

Arg Phe Asp Asp Lys Val Val Gln Lys Glu Ile Ala His Leu Pro Tyr
115 120 125

Lys Ile Arg Asn Gln Glu Gly Arg Pro Val Val Glu Ala Thr Val Asn
130 ' 135 . 140

Gly Glu Val Thr Thr Phe Thr Ala Glu Glu Val Ser Ala Met.Ile Leu
145 150 | 155 160

Gly Lys Met Lys Gln Ile Ala Glu Asp Tyr Leu Gly Lys Lys Val Thr
165 170 175

- His Ala Val Val Thr Val Pro Ala Tyr Phe Asn Asp Ala Gln Arg Gln
180 185 190

Ala Thr Lys Asp Ala Gly Thr Ile Ala Gly Leu Glu Val Leu Arg Ile

97
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195 200 205

Val Asn Glu Pro Thr Ala Ala Ala Ile Ala Tyr Gly Leu Asp Lys Thr
210 215 . 220

Asp Glu Glu Lys His Ile Ile Val Tyr Asp Leu Gly Gly Gly Thr Phe
225 230 235 ~ 240

Asp Val Ser Leu Leu Thr Ile Ala Gly Gly Ala Phe Glu Val Arg Ala
245 250 : 255

Thr Ala Gly Asp Thr His Leu Gly Gly Glu Asp Phe Asp Tyr Arg Val
260 265 270

Val Arg His Phe Ile Lys Val Phe Lys Lys Lys His Gly Ile Asp Ile
275 280 285

Ser Asp Asn Pro Lyé Ala Leu Ala Lys Leu Lys Arg Glu Val Glu Lys
ZQQ 295 300 ‘

Ala Lys Arg Thr Leu Ser Ser Gln Met Ser Thr Arg Ile Glu Ile Asp
305 310 315 320

Ser Phe Ala Asp Gly Ile Asp Phe Ser Glu Ser Leu Ser Arg Ala Lys
325 330 335

Phe Glu Glu Leu Asn Ile Glu Leu Phe Lys Lys Thr Leu Lys Pro Val
: 340 345 350

Gln Arg Val Leu Glu Asp Ala Lys Phe Lys Val Ser Glu Ile Asp Asp
355 360 365
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Ile Val Leu Val Gly Gly Ser Thr Arg Ile Pro Lys Val Gln Glu Leu
370 375 380

Leu Glu Ser Tyr Phe Asn Gly Lys Gln Val Ser Lys Gly Ile Asn Pfo
385 390 395 400

Asp Glu Ala Val Ala iyr Gly Ala Ala Val Gln Ala Gly Val Leu Ser
405 410 415

Gly Glu Glu Gly Val Glu Asp Ile Val Leu Ile Asp Val Asn Pro Leu
420 425 : - 430

Thr Leu Gly Ile Glu Thr Ser Gly Gly Val Met Thr Thr Leu Ile Lys
435 440 ' -445

Arg Asn Thr Ala Ile Pro Thr Lys Lys Ser Gln Ile Phe Ser Thr Ala
450 455 460

Ala Asp Asn Gln Pro Val Val Leu Ile Gln Val Tyr Glu Gly Glu Arg
465 ’ 470 475 480

Ala Met Ala Lys Asp Asn Asn Leu Leu Gly Lys Phe Glu Leu Lys Asp
485 490 495

Ile Pro Pro Ala Pro Arg Gly Thr Pro Gln Ile Glu Val Thr Phe Thr
500 505 510

Leu Asp Ser Asn Gly Ile Leu Lys Val Ala Ala Thr Asp Lys Gly Thr
515 520 525

Gly Lys Ser Asn Ser Ile Thr Ile Thr Asn Asp Lys Gly Arg Leu Ser

99
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530 535 540

Lys Glu Glu Ile Glu Lys Lys Val Glu Glu Ala Glu Gln Tyr Ala Gln
545 550 555 560

Gln Asp Lys Glu Val Arg Glu Lys Ile Glu Ser Arg Asn Gly Leu Glu
565 570 : 575

Asn Tyr Ala Hié Ser Leu Lys Asn Gln Val Asn Asp Giu Thr Gly Phe
' 580 585 590

Gly Ser Lys Leu Asp Glu Asp Asp Lys Glu Thr Leu Leu Asp Ala Ile
595 600 A 605

Asn Glu Ala Leu Glu Tyr Leu Asp Asp Asn Phe Glu Thr Ala Thr Lys
610 615 620 '

Gln Asp Phe Glu Asp Gln Lys Glu Lys Leu Ser Lys Val Ala Tyr Pro
625 630 635 | 640

Ile Thr Ser Lys Leu Tyr Asp Thr Pro Pro Thr Ser Asp Glu Asp Asp
645 650 . 655

Glu Asp.Asp Trp Asp His Asp Glu Leu

660 665
<210> 15
<211> 1929
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 15

100



ggtacccgat
agattttctce
aaattttcce
agaaaaaaga
cacgtttctt
gatatttaag
tattacaact
gecegtette
aggaactaaa
BCCgRagcCgsg |
gacttcgeeg
gtggtgeege
gagtggtegg
atcggcgage
cacttcgtgg
cggagatccg
ttcacgeeet
ctaggtcecet
aatttttett

gcttgagaag

cccccacaca
ggacteegeg
tetttettee
gaccgecteg
tttcttgaaa
ttaataaacg
gtttttactt
acaattaatc
cbatggccga
tcgagttetg
gtgtgegteeg
écaacaccct
aggtecgtgte
agcegtegeg
ccgaggagea
tecceetttt
ccceccacat
atttattttt
ttttttetgt

gttttgggac

ES 2 537806 T3

ccatagcttc
catcgecgta
tctagggtgt
tttettttte
tFtttttttt
gtcttcaatt
cttgttcatt
atcggcatag
gttgaccagt
gaccgacegg
ggacgacgtg
égcctgggtg

cacgaacttc

gegggagttic

ggactgacac
cctttgtega
écgctctaac
ttatagttat
acagacgegt

gctcgaagge

aaaatgtttc
ccacttcaaa
cgttaattac
ttcegtcgaaa
tagttttttt
tctcaagttt
agaaagaaag
tatatcggea
geegtteegg
ctegggttet
accctgttca
tgggtecece
cggegacgect
gccétgcgcg
gtecgacgge
tatcatgtaa
cgaaaaggaa
gttagtatta
gtacgcatgt

tttaatttge

101

tactectttt
acacccaagc
ccgtactaaa
aaggcaataa
ctetttcagt
cagtttcatt
catagcaatc
tagtataata
tgctcacege
ccegggactt
tcagegeget
gectggacga
ccgggeegece
acceggeegsg
ggcccacggg
ttagttatgt
ggagttagac
agaacgttat
aacattatac

aagctggaga

ttactcttce

acagcatact

ggtttggaaa

aaatttttat

gacctccatt

tttettgtte

taatctaagg

cgacaaggtg
gegegacgte
cgtggaggac
ccaggaccag
gctgtacgee
catgaccgag
caactgcgtg
tcccaggeet
cacgcttaca
aacctgaagt
ttatatttea
tgaaaacctt

ccaacatgtg

60

- 120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



10

15

20

25

agcaaaaggc
taggctccege
cccgacagga
tgttccgace
gctttctcaa
gggctétgtg
tettgagtee
gattagcaga
cggetacact
aaaaégagtt
tgtttgcaag
ttctacggee
atcaagctt -
<210> 16

<211> 40

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 16

cagcaaaagg
ccecctgacg
ctataaagat
ctgecgetta
tgctcacget
cacgaaccece
aacccggtaa
gegaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta

tctgacgete
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ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggegtt
ccggatacct
gtaggtatct
cegtteagee
gacacgactt
taggecggtse
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa

agtggaacga

taaaaaggcc
aaatcgacge
teceeetgea
gtcegecttt
cagttcggtg
cgacegetege
atcgccactg
tacagagttc
ctgegetetg
acaaaccacc
aaaaggatct

aaactcacgt

ggagctcana aagctageac caagggtcca tecgtttice

<210> 17
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 17

cagatcttta cttacctggeg pacaaggaca ag

<210> 18
<211> 42

102

gegttgetgg
tcaagtcaga
agcteccteg
ctcecttegg
taggtcgttc
geecttateeg
géagcagcca

ttgaagtggt

ctgaagccag:

gctggtageg

caagaagatc

taagggattt

cgtttttcea
ggtggcgaaa
tgegetetee
éaagcgtggc
gctecaaget
gtaactateg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttcgg
gtggtttttt

ctttgatett

tggtcatgag

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
18QO
1860

1920

-1929

32
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 18

gactagtaaa aacgtacget tgctgcteca teegttttea te

<210> 19
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 19
cagatcttta gecactcacct ctetigaage ac

<210> 20
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 20
geageteatg tttaagtica accgete

<210> 21
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 21
caacgagttg aacctecgee tetgetteca cg

<210> 22
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
cgtggaagea gaggeggage tteaactegt tg

<210> 23
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 23
ggctapgegga ggaaacggta ac

103
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32

27
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65
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<210> 24
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 24
gactagtatg tttasgttea acegete

<210> 25
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 25
geggtcatetg gatgtcegee tetgettcea cg

<210> 26
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400>26
cgtggaagea gaggeggaca tccagatgac cc

<210> 27
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 27
gegtacgett gatcticaace

<210> 28
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 28
ggtegacatg aagttattig gattpac

<210> 29
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 29

104

27

32

a2

20

27
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gatgcatita caactcgtog tgagccac

<210> 30
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 30
gagatacggt atgcacgcca agaac

<210> 31
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 31
gttcttggeg tgcataccgt atcte

<210> 32
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32
gttgecggte ttgacatege. cgg

<210> 33
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 33
ccggggatgt caacaccgge aac

<210> 34
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 34
ggtcgacatyg aaagtgacaa gttig

<210> 35
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

ES 2 537806 T3
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25
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<400> 35
gatgcattea tageteatet titte

<210> 36
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 36
getegacatg tttatggaga togzag

<210> 37
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 37
gatgcattea cagetcgteg tgeaac

<210> 38
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 38

ggtcgacatg aaagtcacgt ctatotgg

<210> 39
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 39

gatgeattca cagctcatee ttegetgg .

<210> 40
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 40
gatacacgea gtigacgage tg

<210> 41
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

ES 2 537806 T3
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<220>
<223> cebador

<400> 41
cagetegtea actgegteta te

<210> 42
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 42
gacaacgcat tgicgaaaga ag

<210> 43
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 43
cttetitega caatgegtie te

<210> 44
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 44
getegacatg aageacgtga taagtgge

<210> 45
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 45

gatgcattta tagctccaaa cgatacag
<210> 46

<211>25

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 46
gagtttgagt ccacgeottt cegeg

<210> 47
<211> 25

ES 2 537806 T3
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 47

‘cgoggaaagg cgtggacteca aacte

<210> 48
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 48 _
ggtegacatg gattetacge aatttac

<210> 49
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 49 _
gatgcattta ategagatca ggactge

<210> 50
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 50 ]
ggtegacatg tttaagttea accgetetg

<210> 51
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 51
gatgcattea cagctcatca tgatcccag

<210> 52
<211>35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 52

ES 2 537806 T3

27

27

29
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cactaaggat getggaacca ttgecggtet gpaag

<210> 53
<211>35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400>53
cticcagace geecaatggtt ccagecatcet tagig

<210> 54
<211>35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 54
ccagccccaa gaggaaccee acaaattgag gtgac

<210> 55
<211>35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 55
gtcacetcaa tttgtggget tcctettigeg getgg

<210> 56
<211>35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 56
cggattcgge tecaancttg atgaggatga caagg

<210> 57
<211>35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 57 _
ccttgtcate cteatcaagt ttggageega atceg

<210> 58
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

35

35

35

35
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<223> cebador

<400> 58
getecgacatg aagtttictg ctgetg

<210> 59
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 59
gatgeattta caatteateg tgaatg

<210> 60
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 60
ggtegacatg ctgegeegeg ctetge

<210> 61
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 61

gatgcattta cagttcatet ttcacag

<210> 62
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 62
gcagggeeet actggtticaa gg

<210> 63
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 63
geagrgeccg ctegaatega ¢

<210> 64

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 537806 T3

26

26

26

27

22

21
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 64
gngtngaytt yaaygtneen ttrga

<210> 65

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 65
gynacdccng gyaayteytt decyte

<210> 66

<211> 9046

<212> ADN

<213> Ogataea minuta

<220>
<221> CDS
<222> (4766)..(6016)

<400> 66

111
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ggatccegee
ttttgectgaa
catcactctg
cagcgaaagg
attgacgtag
tteccgacttg
gtegtegtee
gacagcgtca
atgaacagga
gtgetgtett
ggtaaaaaaa
cccggeggaa
‘gageegeaac
cgactatgct
gt£cttcaaa
atcggaggtce
agtctccatt
cacgactgat

aacgatcgte

ctcgacggtt
acgactgaga
ctgtttcttt
actttgtegt
cttcttgteg
gcatgtgatt
tgttgteege
acgctcaaca
tacctgaaat
ttegteattg
cctgateegt
gctaaagatg
ccagceccag
aaatagggag
gacatggaat
tggatcaacg
geagggtatg
ccgagcafac

atcagtagcg
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gttggtgegeg gataatgtic gtigatgage

cagatccgac
tgatgtgtct
ctegetecac
aggtggegega
caatcactce
tgaagtcaaa
gatctgagtc
tcatctgggt
cttgatattc
ttcagatcaa
gcetggttttt
gtccgaggct
tgaaaagcag
ttgtggtcte
gtttectegt
ataaatttac
ceggttettt

tcgatategt

agacgaggtg
ttegtegtee
aagcgatagt
ctettttttg
ctcgtagtegg
cggattgett
cacagtcteg
cccaagaaac
cccctaaata
ctacatttaa
tcaatcagat
gtgcageaga
caaaaaaaat
tgaccccate
ctatccgetg
ccacctgaac
tgagtﬁtctt

geattectga

112

tagttgcgea
tggaacccee
tttggacgag
atgtgggttt
gacgacacca
tttetgtecaa
acgetggaga
gtgtctgtgt
gttatcacgt
aatcaggttg
ggtgaaatat
tteggtegat
gtcttagagg
tccatagaac
ttgcgagtag
ctcagtgtcg
gtacaaéatg

cttgtegete

caacttcgat 60

tcagattttg 120
aactcgatag 180
ctagatatgg 240
cggtaacgga 300
cgetcatgtt 360
cegtgtegac 420
cgteegacte 480
gtgtetttet 540
acggaactct 600
ttcctccag; 660
t;attttttt 720
aaatgtacaa 780
tagtaccttg 840
atcgatggga 900
ctttegtegt 960
gtgatggacé 1020
tactcgcace 1080

acgtaggtgt 1140



tgtaattcce
aactgeccat
cttgteecga
geatggcagg
tcggaaactt
cggegtacat
ttctttgagt
cfctcattct
taccageegt
tgttgaaage
tcaacgacga
gaccgcaaat
gtccaccggg
caaacaggaa
aacaaacagg
tccagecgtt
tgtaggaact
ccgecaccgtg
caatggtaga
tggctgacag

cctgtggtag

cttgagggst
aatttcggaa
atggaaaacg
agccaattcg
ggacaaaagg
gcegagtict
gtcecgattet
gtgctcagat
gacaagtctg
gataaatcce
cttcagtcge
catcagaact
aacaaaggca
cgaaagacca
ggtgatgéaa
gaaatagtac
ggaccggtag
gggaacagge
agagtcggta
cataagagaa

ctttgtgaaa

ES 2 537806 T3

tcggteacea
acaccgagag
acaacgtcca
cccacaggag
gecegeacecce
teggecaatte
aataaéccca
geccacatgt
gactggggat
gagageagtg -
tttgaétgcg
gaaacagaca

tatgcgacaa

.aacactagag

cacagecaga
aggaacaaag
aatccgaaaa
atcggecegt
agcétggcac
gecttttgag

getgeagetg

agtagctcaa
attgtaaacg
cgagetctee
acggaagcaa
aggtatgttt
ttigggtgag
caacgtccaa
cgttatcgag
getagggtct
taaagaaaat
aaacttcaga
ggatgataté
cccagacgtg
ccacgeegte
aagcgtatge
ctcegagaac
aggctcctég
tgataggata
taatcgagaa
tcttaagtgs

tcaateegac

113

caggatcatt
gegegtectea
gtaacagtcec
gtgatgegtg
cgttgggttc
atctctgttt
ctccaggtct
accaaagtga
tggttttteg
gaggtaattt
ctgcttgtag
tgttectttet
agecaaagag
cactttggaa
cagcccaccea
tceegeataa
acacatgaaa -
gceeteecat
aatcagagat

gcctttcteca

ggcctttetg
acgtcctctt
agagtagcgt
gaattgatga
ggaccgaaat
cccatgatga
ttgatcaggt
atggtccaaa
aactggaatc
gtgatttttt
ttgaaaacaa
ctcaacaatg
agcactatgt

acctgatcaa

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980

gegtaactga 2040

gtgacagact 2100

atcaccgtea 2160

gtccacagaa 2220

ccaaaaccca 2280

gatacagtcc 2340

aactagaccg gtgaggttce 2400



acccaccggt
tggegagact
gttgatcatt
aaacagccgce
caccgaacaa
cctttggaac
agattcccat
accagaaaac
gagtcgactt
ttatictgte
ctgaaggtet
caacatcaag
cgtgatgaac
tccatgeggt
tagcgaggte
cgtgatcate
ccgatatcag
gtagcagtag
gttcaggata
cataatactc

ctaaaaaggce

gtegetgttc
ggacagaatg
cagtttgeca
gccaataace
acaggtgagc
tgccaagaca
gtaccacagc
gaaccaattg
cggtaatage
ttgaatgagce
gagetcegatg
aaagatcaac
cttgtgetgg
étacttcctg
ccacgggata
cgtagaagta
ggcaagttta
taagaaccga
tctgtcacca

gttctcaacg

agagagcgag
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atgatgggce
agccccattg
atggcagcca
atcaatctge
gttctagega
aacggagtca
gggaagtacc
atggtgtcga
ttecegetgg
ttgatgtcga
atcaggtctt
geecattege
ataaaaagat
getettetga
gtcaggacaa
atataaaccc
gggtacactg
ggaccagetg
atggtgegecg
attttgtaaa

cacacagagt

aaataggatt
taaacgaggt
cttcggtact
aggcagggtc
cttgaggacg
atagaaggac
agatacagag
cagtgagttg
aggttgggec
aattggcact
tgaagtccaa
agtatgcgta
acacbagagg
tcctggaccg
tgtaggagat
agcctccaca
aattggcctt
taagegegat
agacactcgg
aatggagcca

gtgegatege

114

attggtccag

tgcaaacgtt

taaggcaatg

taccaccaag

ttttgtgaaa

acagactgcc

gaacaatgag

ccagaaagag

cgaggaactt

gaaaaattcg

gatggaccag

gtaagaataa

gacaagtgca

tggtggesgac

cataaacaca

cgtgatggtt

gtgcagacga

caaaatctgg

gaaccacteg

gcacccaaca

aatggectgt

aacgcaaact 2460
ttegtageea 2520
gttgegaacg 25680
taagccceca 2640
éacagcttca 2700
tcgtatcceg 2760
gagtagacag 2820
ctgctgaact 2880
gaagtgeegt 2940
tetettgttg 3000
gcatCaaagc'SOGO
gctecettga 3120
ccaaaaaatg 3180
agcttggtga 3240
tegtgegegt 3300‘
ctgatgaage 3360
acatacgtta 3420
aagattgacc 3480
tctggatace 3540
gccaaggeag 3600

gagttcaace 3660



gcactagagg
ttgggtgaac
gaaatggacg
gagettgege
aggaaaaaaa
cactagacag
acaactactg
tttegttega
tgetgagaga
attgctggaé
acctagacat
cgtccaaata
gcaggcttét
gtgtgttece
aattcacgtg
geatctecgg
aaatgttata
atcagtttct

acactaacgc

ctgegagttg
atcagcacta
ttttcagaga
tgggaacace
caaaacgcac
caagagattg
acatggaaca
cgagattgat
gcagttéatc
ggtgaacgeg
getgecaaac
ggctggctgc
tgtaggctga
cttgaccatg
gtgtacgggt
ggagtgtcag
tttgecacttg
taagtattac

cgcatagaac
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ggceegtctg gaactgecat gatgataaat

aagcgacttg ttcccatcag aatctttaaa

tcaggtgtaa
cgtacaccgg
gaatgagett
gaaaatggeg
gaaatcaaag
tacagagacc
agaattgagg
cccaacggac
tceegggece
gectggctge
ttatttattg
cgtcgatcga
gtggaggtct
gcaagéagga
tttttgtgaa

aagtgagtaa

gggtgttige
atctagetec
tgtcgeettt
ggtaagtcgg
agaaacctga
cgettgetet
ttctgaaggt
acgaagagtg
agggatacat
ggctgectge
actatttatt
cgcgcgaggé
agcacccgag
atgggcagat
tatcagcace

ttgtecaacca

tagca atg tcg tta tcc
Met Ser Leu Ser

1

aag gac ttg gac gtc tcg ggc aag aga gtg tte

115

ttggaaaaac

tggctecgeg

agcagagggt

ctgttgatga

atttagaaag

daaaaaggca’

gegtgagaaaa

ccgggacetg

gggataccaa

agaccgaccg

gaatatttat

ttaggaagcec

ttttcggaga

cgacggaaga

caaacaaaat

gcacagetgt

agc aag ctg'tca gtt

tgcgagcaaa 3720
aacaacacct 3780
acgaggaaaa 3840
atctggattt 3900
agaggtgata 3960
aatcttgatg 4020
tegecagacg 4080
caggagtcga 4140
gcgetagaga 4200
gcegacaagt 4260
agaaacgacc 4320
caaaccaact 4380
tgecaccactt 4440
cggageggeg 4500
ggcagatgat 4560
aagggatata 4620
aagacaactt 4680
cgtagtgtaa 4740

4792

Ser Lys Leu Ser Val

5

ata aga gtg gac ttc

4840
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Lys Asp Leu Asp Val Ser Gly Lys Arg Val Phe Ile Arg Val Asp
10 15 20

aat gtt cca tig gac gga gac aag atc acc aac aac caa aga att
Asn Val Pro Leu Asp Gly Asp Lys Ile Thr Asn Asn Gln Arg Ile
30 35 40

get get ttg cea ace att cag tac gtt ctt gag aac aag cca aag
Ala Ala Leu Pro Thr Ile Gln Tyr Val Leu Glu Asn Lys Pro Lys
45 50 55

gtt gtt ttg gee tec cac ttg gge aga ccc aac gga gag aag aac
Va} Val Leu Ala Ser His Leu Gly Arg Pro Asn Gly Glu Lys Asn
60 65 ‘ 70

aag tac aca ttg aag cct gtc gcc aag gaa ctg gag act ctt ttg
Lys Tyr Thr Leu Lys Pro Val Ala Lys Glu Leu Glu Thr Leu Leu
75 80 . 8

cag aaa gtg acc ttc ttg gac gac tgt gtt ggt tct gag gtc gaa
Gln Lys Val Thr Phe Leu Asp Asp Cys Val Gly Ser Glu Val Glu
90 95 100

acc gte aac tet gee cet get gge tecg gtg att ttg cta gaa aat
Thr Val Asn Ser Ala Pro Ala Gly Ser Val Ile Leu Leu Glu Asn
110 115 120

aga ttc cac att gag gag gaa ggc tcg aaa aag act tca gag gga
Arg Phe His Ile Glu Glu Glu Gly Ser Lys Lys Thr Ser Glu Gly
125 130 135

gtt aag get tec aaa gag gac gtt gaa aaa ttc aga aag caa cte
Val Lys Ala Ser Lys Glu Asp Val Glu Lys Phe Arg Lys Gln Leu
140 145 150

get ctg get gat gte tac gtt aac gac get ttc ggt act get cac

Phe
25

gtc

Val

gtg
Val

cte
Leu

gec
Gly

tet
Ser

105
ttg

Leu

aaa
Lys

act
Thr

aga

Ala Leu Ala Asp Val Tyr Val Asn Asp Ala Phe Gly Thr Ala His Arg

165 160 165

gee cac tece tec atg gte ggt tte gag ctc gag gac aga get get
Ala His Ser Ser Met Val Gly Phe Glu Leu Glu Asp Arg Ala Ala
170 175 180

116

gge
Gly
185

43888

4936

4984

5032

5080

5128

5176

6224

5272

6320



ttc ctg atg gecc aag gag ctg
Phe Leu Met Ala Lys Glu Leu
190

ceg gtg aga ceg ttt ttg get
Pro Val Arg Pro Phe Leu Ala
205

aaa att cag ctg att gac aat
Lys Ile Gln Leu Ile Asp Asn
220

gte ggt gga gga atg gee tte
Val Gly Gly Gly Met Ala Phe
235 _ 240

aag atc ggt aag tct ttg ftc
Lys Ile Gly Lys Ser Leu Phe
250 4 255

aag ctc gtg gag aag gcc aag
Lys Leu Val Glu Lys Ala Lys
270

gtg gac ttt gtc act gecc gat
Val Asp Phe Val Thr Ala Asp
285

tac gcec ace ctt gag gag get
Tyr Ala Thr Leu Glu Glu Gly
300 '

get ggt gaa aag acc cgt aag
Gly Gly Glu Lys Thr Arg Lys
315 320

aag acc atc gtc tgg aac ggt
Lys Thr Ile Val Trp Asn Gly
330 335

ttt gec age ggt acc aag teg
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gag tac ttc tcc aag gct ctg
Glu Tyr Phe Ser Lys Ala Leu
195

atc ctt ggt ggt geca aag gtg
Ile Leu Gly Gly Ala Lys Val
210 215

ttg ctc gac aag gtc gat cic
Leu Leu Asp Lys Val Asp Leu
225 230

act ttc aac aag gtg ttg aac
Thr Phe Asn Lys Val Leu Asn
' 245,

gac gag act gga gect gag att
Asp Glu Thr Gly Ala Glu Ile
260

aag aac ggc gtc aag atc gtt
Lys Asn Gly Val Lys Ile Val
275

geg tte teg cca gat gec aag
Ala Phe Ser Pro Asp Ala Lys
290 295

att gee gac gat ttg caa ggt
Ile Ala Asp Asp Leu Gln Gly
305 ) 310

ctg ttt gcc gac acc atc geg
Leu Phe Ala Asp Thr Ile Ala
' 325
cca cct ggt gtg ttt gag tte
Pro Pro Gly Val Phe Glu Phe
340 '

atg ttg caa gct tgt gtc gag

117

gag aac
Glu Asn
200

tet gac
Ser Asp

ttg atf

Leu Ile

gac atg
Asp Met

gtt cca

Val Pro
265

ttg cca
Leu Pro
280

gtt ggc

Val Gly

ctg gac
Leu Asp

cag gce
Gln Ala

gag age
Glu Ser
345

tct gee

5368

5416

5464

5512

5560

5608

5656

5704

5762

5800

5848
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Phe Ala Ser Gly Thr Lys Ser Met Leu Gln Ala Cys Val Glu Ser Ala
350 355 360

cag gcc gga aac acc gtt att atc ggt ggt gga gac act gee ace gtg
Gln Ala Gly Asn Thr Val Ile Ile Gly Gly Gly Asp Thr Ala Thr Val
365 370 375

gca aag aag'ttt ggc ggt gee gac aag ctg tec cac gtt tee act gga
Ala Lys Lys Phe Gly Gly Ala Asp Lys Leu Ser His Val Ser Thr Gly
380 385 390

gga get get tee ctg gaa ttg ttg gag get aag gag ctt cct ggt gtt
Gly Gly Ala Ser Leu Glu Leu Leu Glu Gly Lys Glu Leu Pro Gly Val
395 400 405

gct gct ttg aag age aag act gct taggtgggat ttgegtgate tacgtagtgg
Ala Ala Leu Lys Ser Lys Thr Ala
410 415

ttatttttgt agttagtttg actgtctaga

cactgecgtg

gtgttcecte

cacaggegea

aatcagggtt

actcacaatt

caggcaacaa

tcgaccaaga

caacttaacg

cecttgaceca

catttgaacg

cacccagtca

aaattcatga
ttgtgtgate
aaaacattec
cttegtttga
ctgtcgaatt
agagcccaac
aaatcgacce
actatttaac
cggcteagaa
tggtecaggtt

gactcaagge

gaaaaaagta
cagtcgtgaa
actgacttac
taaggctceta
ggccagteta
agttgacéaa
tgtcééctct
gtcgattege
gtegtegteg
cgcagagete

tggcgaccaa

aatactcttt
ccaaagataa
cagtactgat
atcacacaga
gtgaacaaac
accaagtct{
atcaccaaaa
tteteaggge
tcaatgaact
tegattttgg
gatagcgtga

attcacattg

118

gcacageccce

acaggggaga

caccacccea

gectagacaa

acaaacaaca

acttgtetge

ggatcaaccg

cctggggget

ctgttttgea

acatcaaacc

tgetgggete

gagacgatta

aaataaatta

aagtgategeg-

gatgactaaa

ttcecaggace

cagatcaaag

caagcceggtc

aaagtcccac

tettaccegge
ttécgaccag
gatttcagac
gttccaaaac

ctacaatgtt

5896

5944

5992

6046

6106.

6166

6226

6286

6346

6406

6466

6526

6586

6646

6706

6766



ccgtacaacg
tacaggatge
ccggatcaca
tgtttgaaat
cgcctttgac
atgcaccgtc
ggaaaacaac
gggtggacag
ctgcagttag
ctaatagagg
gaatceggaa
tgtgaaattc
cgggtttcce
tggctéggtc
aggttaagag
ggtticagetg
tgatceegge
tctctttega
ggacgtaaat
aafcattgct

tggetagetg

gaaagtatct
cgactagacg
cttttecaac
actcaacaaa
tgcéaggaat
aagéactttc
atccaatctg
ttggtacage
cgaaccgatce
tattagtttt
gatacgtgeg
agacgactgt
gttggcttige
cttcaaatgd
ttccggtcta
caaaatagtt
aaagatatcg
ccacaggtte
gttatcgatt
ggegtacgaa

gccactgete
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cagatgttac
gtgaactgtt
agttgcgaca
ggcatgtact
tgaagagcaa
ttcatgtaca
gaacgaaatt
tfgtgaacca
gtaaggaagt
tgaacgtcct
tatctettgt
agcacgagat
atggctttga
agtgttttta
aaagegcteg
tgaagattcg
tcgttgtage
tccaageaca
ttgcagteca
gggectetet

agaagacctt

tatcgatggt
cgegeagttg
caaatggtcc
cgtecaggaa
ccagegacgg
cccagttgtt
gegcagcage
ttggagagta
tttegttate
ccgttgacaa
tgaacaccte
caatatatct
aatggttcte
aagcctcaaa
agctegettg
agatcctcgg
cacggtcact
tgacttetct
tcatcatcca
tacccttttt

ctgccagagg

119

ttaaagtgat
agagtactgg
gtgcacagtt
ctecttgeac
ggtcaaatct
geggtiggea
caggtcgtgt
cttgaagctg
gatctgcgag
aacagggtta
cgeetetgte
gaacacctcg
gatcttgtte
tcgetggttg
getggtgtag
ccgggcagtg'
tctggctgga
tcteteegeg
ggtatttget
caacagtctt

gatggtttte

atgaggtata
ctggaacggt
ttttccag;g
atggtggeat
tccegtttea
aaaatggtga
tcgaacattc
taattagggt
ccecgagatga
taagtgttga
tctactgatt
tcaacagtaa
agagggtaag
tagttctceg
agatgtagce
tgatagtatce
tactttgtet
gtcagaaagt
gaggeeeegt

ctgtgatact

6826
6886
6946
7006
7066
7126
7186
7246
7306
7366
7426
7486
7546
7606
7666
7726
7786
7846
7906

7966

agagtgtgtt 8026



tgatgaaaag
caatgatcat
cgegeaagte
ctggctgcaa
gegaggecaa
cttcttgeteg
cgtigtgage
accgacaccg
gcaaaagctt
atctgtegat
ccagatgttg
tttectette
aatttgcaca
agaggaaccg
tcaacacgtg
tgtttigtge
tacttgeecte
<210> 67

<211> 417
<212> PRT

attgagctce
gaagtcggeg
gaacagggcc
gctgeccgga
atccgcagac
gctgactgga
gaagaagceg
tctccacatt
tagcaaacaa
agttcagtgg
tctetgtgtg
cacgtcgata
aacaaaagat
tttgaacaat
accatcggga
caggcccgfa

cgatttgtge

<213> Ogataea minuta

<400> 67
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gccgtagctt
atctcttgeg
agatcggtca
gagttggges
tcttcagete
aéfgacgaga
ctcegaaggs
atggctgtat
caaacacgcg
tgétctcagt
aagtttttgt
gtcgegagac

aaaaacagga

aaagcaacgg

acaagttctg
t@ttactata

ttcectaacgg

tetggagatg

ctecttegtt

tteccagett

gaagatcegg

tcatgtacca

agtcggegac

cgeggggeac

ttggaaaaga

acgtttgaag

ggtegttteg

gaatttttea

gecttgegac

ctgtegattt

tcetecaaaa

gagctctctt

aaggtgeect

tgtttcaaca

cttcgaacte
gacctctgee
ctccgegata
aatctgaatc
cgggagaget
cagttgctgg
aggacgcgac
ttgagtagtce
acagtttttt
tctaccttga
tetttetttt
gegeegtttt
gegtittgty
fcatcctcta
caaaccgcga
caagaaccat

atcatgacag

tttectgttc 8086
ceggtgetat 8146
éactcgagaa 8206
tgtctaggét 8266
geegttttga 8326
gaactggcag 8386
accggacaca 8446
gatagtttct 8506
ggcagecttcg 8566
atctctcacc 8626
tactcgattt 8686
aatttcccaa 8746
ggaacagaaa 8806
ccactcattc 8866
ctcaacatag 8926
tagttcgtge 8986

gecgggatee 9046

Met Ser Leu Ser Ser Lys Leu Ser Val Lys Asp Leu Asp Val Ser Gly

120
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1 5 10 15

Lys Arg Val Phe Ile Arg Val Asp Phe Asn Val Pro Leu Asp Gly Asp
20 25 30

Lys Ile Thr Asn Asn Gln Arg Ile Val Ala Ala Leu Pro Thr Ile Gln
| 35 40 45

Tyr Val Leu Glu Asn Lys Pro Lys Val Val Val Leu Ala Ser His Leu
50 ‘ 65 60

Gly Arg Pro Asn Gly Glu Lys Asn Leu Lys Tyr Thr Leu Lys Pro Val
65 70 75 80

Ala Lys Glu Leu Glu Thr Leu Leu Gly Gln Lys Val Thr Phe Leu Asp
85 90 95

Asp Cys Val Gly Ser'Glu Val Glu Ser Thr Val Asn Ser Ala Pro Ala
100 105 110

Gly Ser Val Jle Leu Leu Glu Asn Leu Arg Phe His Ile Glu Glu Glu
1156 120 : 126

Gly Ser Lys Lys Thr Ser Glu Gly Lys Val Lys Ala Ser Lys Glu Asp
130 135 140

Val Glu Lys Phe Arg Lys Gln Leu Thr Ala Leu Ala Asp Val Tyr Val
145 150 ' 155 160

Asn Asp Ala Phe'Gly Thr Ala His Arg Ala His Ser Ser Met Val Gly
165 170 175

Phe Glu Leu Glu Asp Arg Ala Ala Gly Phe Leu Met Ala Lys Glu Leu
180 185 190

Glu Tyr Phe Ser Lys Ala Leu Glu Asn Pro Val Arg Pro Phe Leu Ala
195 200 . 205

Ile Leu Gly Gly Ala Lys Val Ser Asp Lys Ile Gln Leu Ile Asp Asn
210 215 : 220 '

Leu Leu Asp Lys Val Asp Leu Leu Ile Val Gly Gly Gly Met Ala Phe

121
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225 _ 230 235 240

Thr Phe Asn Lys Val Leu Asn Asp Met Lys Ile Gly Lys Ser Leu Phe
245 250 255

Asp Glu Thr Gly Ala Glu Ile Val Pro Lys Leu Val Glu Lys Ala Lys
260 265 270

Lys Asn Gly Val Lys Ilé Val Leu Pro Val Asp Phe Val Thr Ala Asp
275 280 285

Ala Phe Ser Pro Asp Ala Lys Val Gly Tyr Ala Thr Leu Glu Glu Gly
290 295 300

Ile Ala Asp Asp Leu Gln Gly Leu Asb Gly Gly Glu Lys Thr Arg Lys
305 310 315 320

Leu Phe Ala.Asp Thr Ile Ala Gln Ala Lys Thr Ile Val Trp Asn Gly
325 330 336

Pro Pro Gly Val Phe Glu Phe Glu Ser Phe Ala Ser Gly Thr Lys Ser
340 345 ' 350 '

Met Leu Gln Ala Cys Val Glu Ser Ala Gln Ala Gly Asn Thr Val Ile
355 360 365

Ile Gly Gly Gly Asp Thr Ala Thr Val Ala Lys Lys Phe Gly Gly Ala
370 375 380

Asp Lys Leu Ser His Val Ser Tht Gly Gly Gly Ala Ser Leu Glu Leu
385 | 300 395 400

Leu Glu Gly Lys Glu Leu Pro Gly Val Ala Ala Leu Lys Ser Lys Thr
405 _ 410 415

Ala

<210> 68

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

122



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 537806 T3

<400> 68
aagcttgaca atgtaggaga tcataaacac atcgtecgeg te 42

<210> 69

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 69
ggatccagat ctcatatgac tagttgctag ttctatgcgg cgttagtgtt tabactacga 60
caget 65

<210>70

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripciéon de secuencia artificial: cebador

<400> 70
geatcegtgg gattigegtg atctacgtag tggttatttt 40

<210> 71

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 71
ggtaccgeag tganaggega tgocaccatg tgcaaggagt te 42

<210>72

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 72
geaagcttga caatgtagga gatcataaac a 31

<210>73

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 73
getegactge tagttetatg cgge - ' 24

<210> 74
<211> 28
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 74
geatgeatgt gggatttgeg tgatetac 28

<210>75

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 75
gegtaccage gtegatttte tiggteg 27

<210> 76
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 76 ‘
gatctcagge cgagtcaaga c . 21
<210> 77
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador
<400> 77

tascgecgea tagaactage

<210>78

<211> 25

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 78

gatgeattta caactcgtce ttaac 25
<210> 79

<211>23

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 79
atgtectega ctaagacata cge ' ’ 23
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<210> 80
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 80
teatgegaca cgactcaaat aag.

<210> 81
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 81
gtetagatgt tittcaacag actaag

<210> 82
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 82
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gactccacca getgtactic agttecgtag ttttetacat ¢

<210> 83
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 83

gatgtagaaa actacggaac tgaagtacag ctggtggagt e

<210> 84
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 84
ggtegactea tttacccgeg gacag

<210> 85
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

125
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<400> 85
gtctagatgt ttttcaecag actaag

<210> 86
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 86
gattgggtca tctgaatgtc agttocgtag ttttctacat c

<210> 87
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 87
gatgtagaaa actacggaac tgacattcag atgacccaat ¢

<210> 88
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 88
ggtcgaccta acactctece ctgt

<210> 89
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 89
caaaatgaag cacagatgce

<210> 90
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 90

cgagctcatg aagttttctg ctegte
<210> 91

<211> 26

<212> ADN
<213> Artificial

126
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<220>
<223> cebador

<400> 91
geccgggtta caattcatcg tgaatg

<210> 92
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 92
cgagctecatg ttatttetta atattattaa g

<210> 93
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 93
geeegggeta caattcgteg tgettgtite ©

<210> 94
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 94

cgagetcatg attccaaaat tatatatac

<210> 95
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 95
geeceogggota caactcatet tigage

<210> 96
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 96
cgagetcatg agattaagaa ccgcocatig

<210> 97

127
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31
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<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 97
geccggetta ttgtatatct agettatag

<210> 98
<211> 26
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 98
cgagctcatg atgtttaata tttace

<210> 99
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 99

geeegegeta ggeggetgat ttcacg
<210> 100

<211> 32

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 100

cgagetcatg atactgatet cgggatactg te
<210> 101

<211>32

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 101

gecegagtea asgeccasaa ttcattttsa og '

<210> 102
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 102

29

26

32

32
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cgagcteatg cgaascgttt taaggcttt

<210> 103
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 103
geccgggeta taattcatca tgcaaaatg

<210> 104
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 104
cgagcteatg aaattgeacg getttttalt tte

<210> 105
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 105
geecggetea aagetegtea tgactactgg

<210> 106
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 106

cgagetcatg aacggttact ggasac
<210> 107

<211> 26

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 107
geecgegtea titacgtgaa tagate

<210> 108
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

129
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<220>
<223> cebador

<400> 108
cgagetcatg caagtgacca t;aagatt

<210> 109
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 109
geeogggtta taattcatea tgtacge

<210> 110
<211>35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 110
atcateatea tgeccgggec gactacaaag accat

<210> 111
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 111
geacegteic ggatecottg teategteat cctt

<210> 112
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 112
gatgacgalg acaagggatc caactactee cacaccatgg

<210> 113
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 113
gcaccgtete ggatecteat ctcccettga agatecggat

130

27

27

35

34

40
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<210> 114

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 114
accctegaga tgaagttcec tatggteg

<210> 115

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 115
accgeggeeg cctacaactc ate
<210> 116
<211> 25

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 116
accctcgaga tgetgageeg ttete
<210> 117
<211> 29

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 117

accgeggecg cotacaatte gteetttac
<210> 118

<211> 21

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 118
accctegaga tgagecaags g
<210> 119
<211> 33

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

131

28

29

21
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<400> 119

accctegagt tacctactgt gtigtaataa gac

<210> 120

<211> 1569

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (1569)

<400> 120

132

33



atg
Met

gee
Ala

get
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aag ttt tct gct ggt gec gte ctg tea

Lys Phe Ser Ala Gly Ala Val Leu Ser

tee

5

tct gtt tte gec caa

10

caa gag gct

Ser Ser Val Phe Ala Gln Gln Glu Ala

gtc

20

gtt aag ttg gce acc

25

gac tece ttce

Ala Val Val Lys Leu Ala Thr Asp Ser Phe

cac
His

aag
Lys
65

aaa
Lys

tgt
Cys

aac
Asn

gag
Glu

gtt

gac
Asp
50

aac

Asn

aac
Asn

atg
Met

age
Ser

gee
Ala
130

gtt

35 E

ttg gtg ctt geg gag
Leu Val Leu Ala Glu
55

atg get cct gaa tac
Met Ala Pro Glu Tyr
70

att acc ttg gee cag
Ile Thr Leu Ala Gln
85

gaa cac aac att cca
Glu His Asn Ile Pro
100

gat gtt aac aac tcg
Asp Val Asn Asn Ser
115

att gtc caa ttc atg
Ile Val Gln Phe Met
135

get gat cta cca get

Val Val Ala Asp Leu Pro Ala

145

cca

gtt

150

atc gtc caa tce ggt

40

ttt ttt get
Phe Phe Ala

gtt aaa gec
Val Lys Ala

atc gac tgt
Ile Asp Cys
90

ggg ttc cca
Gly Phe Pro
106

atc gat tac
Ile Asp Tyr
120

atc aag caa

Ile Lys Gln

tac ctt get
Tyr Leu Ala

aag att gac

tgg tec tce ctg ctg cte
Trp Ser Ser Leu Leu Leu
15

gtg gee cet gaa gac tee
Val Ala Pro Glu Asp Ser
30

aat gag tac att cag tcg
Asn Glu Tyr Ile Gln Ser
45

cca tgg tgt ggc cac tgt
Pro Trp Cys Gly His Cys
. 60 :

gce gag act tta gtt gag
Ala Glu Thr Leu Val Glu
75 80

act gaa aac cag gat ctg
Thr Glu Asn Gln Asp Leu
95

agc ttg aag att ttc aaa
Ser Leu Lys Ile Phe Lys
110

gag gga cct aga act gce
Glu Gly Pro Arg Thr Al
125 :

age caa ccg get gte gee

Ser Gln Pro Ala Val Ala
140

aac gag act ttt gtc act

Asn Glu Thr Phe Val Thr

155 160

gee gac ttc aac gee ace

133

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528
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Pro Val Ile Val Gln Ser Gly Lys Ile Asp Ala Asp Phe Asn Ala Thr

ttt
Phe

get
Ala

gee

165

tac tcc atg gee aac aaa cac tte
Tyr Ser Met Ala Asn Lys His Phe
180 185

gaa aac gca gac gat gat ttc aag
Glu Asn Ala Asp Asp Asp Phe Lys
195 200

atg gac gag cct gta gta tac aac

Ala Met Asp Glu Pro Val Val Tyr Asn

gac
Asp
225

ttt
Phe

ttg
Leu

tac
Tyr

aac
Asn

tig
Leu
305

gaa gac ttg aag tac ggt ttg cct caa cte

210 216

gct gat gtt ttt gaa aaa tgg tig

Ala Asp Val Phe Glu Lys Trp Leu
230 .

get gaa atc gac ggt tcc gtt tte
Gly Glu Ile Asp Gly Ser Val Phe
' 245

cct ttg ggt tac tta ttc tac aat
Pro Leu Gly Tyr Leu Phe Tyr Asn
260 265

aag cct ctc ttt acec gag ttg gec
Lys Pro Leu Phe Thr Glu Leu Ala
275 280

ttt gtt age atec gat gec aga aaa
Phe Val Ser Ile Asp Ala Arg Lys
290 295

aac alg aag gaa caa ttc cct cta
Asn Met Lys Glu Gin Phe Pro lLeu
310

170

aac gac
Asn Asp

ctt tct
Leu Ser

get
Gly

aag
Lys

caa gtg
Gln Val
235

gce caa
Ala Gln
250

gac gag
Asp Glu

aaa aag

tac
Tyr

att
Ile

aaa
Lys
220

gaa
Glu

tac
Tyx

gaa
Glu

aac

175

gac ttt gtc tec
Asp Phe Val Ser
190

tac ttg ccec tece
Tyr Leu Pro Ser
205

gee gat atc get
Ala Asp Ile Ala

gee ttg cce tac
Ala Leu Pro Tyr
240

gtc gaa agc ggt
Val Glu Ser Gly
255

gaa ttg gaa gaa
Glu Leu Glu Glu
270

aga ggt cta atg

Lys Lys Asn Arg Gly Leu Met

ttc gge
Phe Gly

ttt
Phe

gee

315

aga
Arg

300

atc

285

cac gcc gec aac
His Ala Gly Asn

cac gac atg act

Ala Ile His Asp Met Thr

320

tet gaa gag geg ttt gac

Glu Asp Leu Lys Tyr Gly Leu Pro Gln Leu Ser Glu Glu Ala Phe Asp

325

330

134

335

576

624

672

720

768

816

864

912

260

1008



gaa ttg
Glu Leu

gtt aag
Val Lys

gag atc.
Glu Ile
370

aac cat
Asn His
385

tac tat
Tyr Tyr

caa gaa
Gln Glu

gct aaa
Ala Lys

ggt tac
Gly Tyr
450

gtt gtg
Val Val
465

aag gaa
Lys Glu

gee cag

agc gac aag
Ser Asp Lys
340

gac tte tig
Asp Phe Leu
355

ttc gag aac
Phe Glu Asn

gac gaa atc
Asp Glu Ile

gee cea tgg
Ala Pro Trp
405

cta get gat
Leu Ala Asp
420

cta gac cac
Leu Asp His
435

cca aca atce

Pro Thr Ile

tac caa ggt
Tyr Gln Gly

aac ggt cac
Asn Gly His
485

gaa aaa gct

ES 2 537806 T3

atc gtg ttg gag
Ile Val Leu Glu
345

aaa ggt gat gcc
Lys Gly Asp Ala
360

caa gat tec tct
Gln Asp Ser Ser
375

gtc aac gac cca
Val Asn Asp Pro
390

tgt ggt cac égt
Cys Gly His Cys

acc tac gee aac
Thxr Tyr Ala Asn
425

act gaa aac gat
Thr Glu Asn Asp
- 440

gte tta tac cca
Val Leu Tyr Pro
455

tca aga tecc ttg
Ser Arg Ser Leu
470

ttc gac gtc gac

Phe Asp Val Asp

gct gag gaa gee

tct aag gct att gaa tct
Ser Lys Ala Ile Glu Ser
350

tce cca ate gtg aag tec
Ser Pro Ile Val Lys Ser
365

gtc ttec caa ttg gtc ggt
Val Phe Gln Leu Val Gly
380

aag aag gac gtt ctt gtt
Lys Lys Asp Val Leu Val
395

aag aga ttg gcc cca act
Lys Arg Leu Ala Pro Thr
410 415

gce aca tee gac gtt ttg
Ala Thr Ser Asp Val Leu
430

gtc aga ggc gtc gta att
Val Arg Gly Val Val Ile
445

get ggt aag aag tcc gaa
Gly Gly Lys Lys Ser Glu
460

gac tct tta ttc gac ttec

Asp Ser Leu Phe Asp Phe
475

ggt aag gcc ttg tac gaa

Gly Lys Ala Leu Tyr Glu

490 495

gat gct gac get gaa ttg

135

Leu

caa
Gln

aag
Lys

ttg

Leu

400

tac

att
Ile

gaa
Glu

tet
Ser

ate
Ile
480

gaa
Glu

get

1056

1104

11562

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1636
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Ala Gln Glu Lys Ala Ala Glu Glu Ala Asp Ala Asp Ala Glu Leu Ala
500 505 510

gac gaa gaa gat gcc att cac gat gaa ttg taa
Asp Glu Glu Asp Ala Ile His Asp Glu Leu
515 520

<210> 121

<211> 522

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 121
Met Lys Phe Ser Ala Gly Ala Val Leu Ser Trp Ser Ser Leu Leu Leu

1 . 5 10 15

Ala Ser Ser Val Phe Ala Gln Gln Glu Ala Val Ala Pro Glu-Asp Ser
20 25 30

Ala Val Val Lys Leu Ala Thr Asp Ser Phe Asn Glu Tyr Ile Gln Ser
35 40 45

His Asp Leu Val Leu Ala Glu Phe Phe Ala Pro Trp Cys Gly His Cys
50 5b 60

Lys Asn Met Ala Pro Glu Tyr Val Lys Ala Ala Glu Thr Leu Val Glu
65 70 75 80

Lys Asn Ile Thr Leu Ala Gln Ile Asp Cys Thr Glu Asn Gln Asp Leu
85 90 ' 95

Cys Met Glu His Asn Ile Pro Gly Phe Pro Ser Leu Lys Ile Phe Lys
100 105 110

136



ES 2 537806 T3

Asn Ser Asp Val Asn Asn Ser Ile Asp Tyr Glu Gly Pro Arg Thr Ala
115 120 125

Glu Ala Ile Val Gln Phe Met Ile Lys Gln Ser Gln Pro Ala Val Ala
130 135 140

Val Val Ala Asp Leu Pro Ala Tyr Leu Ala Asn Glu Thr Phe Val Thr
145 ' 150 155 160

Pro Val Ile Yal Gln Ser Gly Lys Ile Asp Ala Asp Phe Asn Ala Thr
165 ' 170 175

Phe Tyr Ser Met Ala Asn Lys His Phe Asn Asp Tyr Asp Phe Val Ser
180 185 190

Ala Glu Asn Ala Asp Asp Asp Phe Lys Leu Ser Ile Tyr Leu Pro Ser
195 200 ' 205

Ala Met Asp Glu Pro Val Val Tyr Asn Gly Lys Lys Ala Asp Ile Ala
210 215 220

Asp Ala Asp Val Phe Glu Lys Trp Leu Gln Val Glu Ala Leu Pro Tyr
225 230 235 : 240

Phe Gly Glu Ile Asp Gly Ser Val Phe Ala Gln Tyr Val Glu Ser Gly.
245 250 255

Leu Pro Leu Gly Tyr Leu Phe Tyr Asn Asp Glu Glu Glu Leu Glu Glu
260 265 270

Tyr Lys Pro Leu Phe Thr Glu Leu Ala Lys Lys Asn Arg Gly Leu Met

137
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275 280 285

Asn Phe Val Ser Ile Asp Ala Arg Lys Phe Gly Arg His Ala Gly Asn
290 . 295 300

Leu Asn Mét Lys Glu Gln Phe Pro Leu Phe Aia Ile His Asp Met Thr
305 310 315 320

Glu Asp Leu Lys Tyr Gly Leu Pro Gln Leu Ser Glu Glu Ala Phe Asp
325 . 330 335

Glu Leu Ser Asp Lys Ile‘Val Leu Giu Ser Lys Ala IleAdlu Ser Leu
340 345 350

Val Lys Asp Phe Leu Lys Gly Asp Ala Ser Pro Ile Val Lys Ser Gln
355 360 365 '

Glu Ile Phe Glu Asn Gln Asp Ser Ser Val Phe Gln Leu Val GlyILys
370 - 375 380

Asn His Asp Glu Ile Val Asn Asp Pro Lys Lys Asp Val Leu Val Leu
385 390 395 - 400

Tyr Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His Cys Lys Arg Leu Ala Pro Thr Tyr
405 410 415

Gln Glu Leu Ala Asp Thr Tyr Ala Asn Ala Thr Ser Asp Val Leu Ile
' 420 _ 425 430

Ala Lys Leu Asp His Thr Glu Asn Asp Val Arg Gly Val Val Ile Glu
435 440 445 '

138
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Gly Tyr Pro Thr Ile Val Leu Tyr Pro Gly Gly Lys Lys Ser Glu Ser
450 455 ' " 460

Val Val Tyr Gln Gly Ser Arg Ser Leu Asp Ser Leu Phe Asp Phe Ile
465 _ 470 475 480

Lys Glu Asn Gly His Phe Asp Val Asp Gly Lys Ala Lep Tyr Glu Glu
485 ' 490 495

Ala Gln Glu Lys Ala Ala Glu Glu Ala Asp Ala Asp Ala Glu Leu Ala
500 _ ) 505 510

Asp Glu Glu Asp Ala Ile His Asp Glu Leu
515 520

<210> 122

<211> 957

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(957)

<400> 122

atg tta ttt ctt aat att att aag ctc ctt ttg gga ctt ttt att atg
Met Leu Phe Leu Asn Ile Ile Lys Leu Leu Leu Gly Leu Phe Ile Met
1 5 10 15

aat gaa gta aag gcg caa aac ttt tac gat tcc gat cet cat ata tea
Asn Glu Val Lys Ala Gln Asn Phe Tyr Asp Ser Asp Pro His Ile Ser
20 25 30

gag tta acg cca aaa agc ttc gat aaa geg atc cat aac aca aat tac
Glu Leu Thr Pro Lys Ser Phe Asp Lys Ala Ile His Asn Thr Asn Tyr

139

48

96

144



aca tca tta gtg gaa ttt tat get ccg
Thr Ser Leu Val Glu Phe Tyr Ala Pro

50

35

ctc tct agt acg tte

65

caa gtt gect get gta
Gln Val Ala Ala Val

85

gct aaa tac gac gta

Ala Lys Tyr Asp Val Asn Gly Phe Pro
' 100 A

cca aaa att gac cta

Pro Lys Ile Asp Leu

115

age get cat .geec aat
Ser Ala His Ala Asn

130

att gtt
Ile Val
145

gte cgt

Val Arg

tce gtg
Ser Val

agc att
Ser Ile

gat ttt tet
Asp Phe Ser

ata gat aca

165

40

55

cgc aag gea gea
Leu Ser Ser Thr Phe Arg Lys Ala Ala

70

aac tgt gac ctt
Asn Cys Asp Leu

aac gga ttt

tct aag cca ata
Ser Lys Pro Ile

120

gaa gté tac. tea
Glu Val Tyr Ser

136 -

ctt tca aga ata

Leu Ser Arg
150

ctt gge tect tta
Ile Asp Thr Leu Gly Ser Leu

ES 2 537806 T3

CcCcC

105

Ile

gtg ttg ttt tcc aaa caa gac
Val Leu Phe Ser Lys Gln Asp

gce ctt gat tgg tta gga aag

180

185

45

tgg tge gge cat tgt aag aag
Trp Cys Gly His Cys Lys Lys
60

aaa aga ttg gat.ggt gta gtc
Lys Arg Leu Asp Gly Val Val
75 80

aac aag aat aag gct ttg tgt
Asn Lys Asn Lys Ala Leu Cys
a0 95

acg tta atg gta ttt agg ccc
Thr Leu Met Val Phe Arg Pro
110

gat aac gcc aaa aaa agt ttc

Asp Asn Ala Lys Lys Ser Phe

125
get geca aga act cte geg cct
Gly Ala Arg Thr Leu Ala Pro
' 140

agg tca tat gtc aaa aag ttt

Arg Ser Tyr Val Lys.Lys Phe

. 165 160

ctt aga aag tca ccc aaa ctt
Leu Arg Lys Ser Pro Lys Leu
170 175

aaa att tca ccg gtt tat aaa
Lys Ile Ser Pro Val Tyr Lys
190

ttc gat ttt tat tca att tca

Ala Leu Asp Trp Leu Gly Lys Phe Asp Phe Tyr Ser Ile Ser

195

200

205

140

- 192

240

288

336

384

432

480

528

676

624



aac aaa aaa ctc aag caa cta
Asn Lys Lys Leu Lys Gln Leu
210 215

act cct gag att ttc aaa tat
Thr Pro Glu Ile Phe Lys Tyr
225 230

cag agc gat aaa agt aag ctt
Gln Ser Asp Lys Ser Lys Leu
245 '

ttt tgg gag tat gaa ggg aac
Phe Trp Glu Tyr Glu Gly Asn
260

ttt ctg cgg gac act ttt agt
Phe Leu Arg Asp Thr Phe Ser
275

aga cgt tct gaa tat att gct
Arg -Arg Ser Glu Tyr Ile Ala
- 290 295

aaa aag aac cat tcc tcc tca
Lys Lys Asn His Ser Ser Ser
305 310

<210> 123
<211> 318
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 123
Met Leu Phe Leu Asn Ile Ile

1 5

Asn Glu Val Lys Ala Gln Asn
20

ES 2 537806 T3

acc gat atg aac cca aca tat
Thr Asp Met Asn Pro Thr Tyr
220

ttg cag aag gtc att cct gaa
Leu Gln Lys Val Ile Pro Glu
235

gtc gtt ttt gat gea gac aaa
Val Val Phe Asp Ala Asp Lys
250

tca atc aac aaa aat gac att
Ser Ile Asn Lys Asn Asp Ile
265

att acc ccc aat gag get cct
Ile Thr Pro Asn Glu Gly Pro
280 285

tac tta aaa act ggc aag aag
Tyr Leu Lys Thr Gly Lys Lys
300

gga aac aag cac gac gaa ttg
Gly Asn Lys His Asp Glu Leu
' 315 ' )

Lys Leu Leu Leq Gly Leu Phe
.10

Phe Tyr Asp Ser Asp Pro His
25 30

141

270

gaa aaa
Glu Lys

cag cga
Gln Arg
240

gat
Asp Lys
255

aaa

tcc aaa
Ser Lys

ttt
Phe

agt
Ser

cca att
Pro Ile

tag

Ile Met
15

Ile Ser

672

720

768

816

- 864

912

957
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Glu Leu Thr Pro Lys Ser Phe Asp Lys Ala Ile His Asn Thr Asn Tyr
35 40 45

Thr Ser Leu Val Glu Phe Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His Cys Lys Lys
50 55 60

Leu Ser Ser Thr Phe Arg Lys Ala Ala Lys Arg Leu Asp Gly Val Val
65, 70 75 80

Gln Val Ala Ala Val Asn Cys Asp Leu Asn Lys Asn Lys Ala Leu Cys

Ala Lys Tyr Asp Val Asn Gly Phe Pro Thr Leu Met Val Phe Arg Pro
100 - 105 110

Pro Lys Ile Asp Leu Ser Lys Pro Ile Asp Asn Ala Lys Lys Ser Phe
115 120 125

Ser Ala His Ala Asn Glu Val Tyr Ser Gly Ala Arg.Thr Leu Ala Pro
130 135 ‘ 140

Ile Val Asp Phe Ser Leu Ser Arg Ile Arg Ser Tyr Val Lys Lys Phe
145 150 155 -160

Val Arg Ile Aép Thr Leu Gly Ser Leu Leu Arg Lys Ser Pro Lys Leu
165 170 175

Ser Val Val Leu Phe Ser Lys Gln Asp Lys Ile Ser Pro Val Tyr Lys
180 185 190

142
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Ser Ile Ala Leu Asp Trp Leu Gly Lys Phe Asp Phe Tyr Ser Ile Ser
195 200 205 °

Asn Lys Lys Leu Lys Gln Leu Thr Asp Met Asn Pro Thr Tyr Glu Lys
210 215 220

Thr Pro Glu Ile Phe Lys Tyr Leu Gln Lys Val Ile Pro Glu Gln Arg
295 230 235 240

Gln Ser Asp Lys Ser Lys Leu Val Val Phe Asp Ala Asb Lys Asp Lys
245 250 255

Phe Trp Glu Tyr Glu Gly Asn Ser Ile Asn Lys Asn Asp Ile Ser Lys
' 260 265 270

Phe Leu Arg Asp Thr Phe Ser Ile Thr Pro Asn Glu Gly Pro Phe Ser
' 275 280 285

Arg Aré Ser Glu Tyr Ile Ala Tyr Leu Lys Thr Gly Lys Lys Pfo Ile
290 295 300 ‘

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

305 310 315
<210> 124
<211> 1134

<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (1134)

<400> 124
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atg
Met

ccg
Pro

gat
Asp

aag
Lys

tte
Phe
65

aaa
Lys

ggc
Gly

ttt
Phe

gge

Gly Gly Phe Gly Gln Arg Gln Arg Gln

att

Ile Pro Lys Leu Tyr Ile His Leu

cta
Leu

gce
Ala

tac

Tyr
50

att
Ile

aag
Lys

gat
Gly

gac

Asp Ile Phe Glu Arg Met Phe Gln

gga

130

cca aaa tta tat ata
5

att ttg gcg cag gat
Ile Leu Ala Gln Asp
20

act gag aag gaa atc
Thr Glu Lys Glu Ile
35

cat ccg gat aaa aat
His Pro Asp Lys Asn
55

gaa gtc ggc gag gca
Glu Val Gly Glu Ala
) 70

att tat gac cag ttt

Ile Tyr Asp Gln Phe
85

ggc ggt cca gga gge

Gly Gly Pro Gly Gly
100

ata ttc gaa cgg atg

115

ttt ggc cag aga cag

135

cag gaa aaa cta tct tta aag
Gln Glu Lys Leu Ser Leu Lys Gln Phe Tyr Ser Gly

145

160

ttt act tta aac cta aac gat

ES 2 537806 T3

ata cta tct
Ile Leu Ser
10

cat ttg

tat tat gca ata cta
Tyr Tyr Ala Ile Leu
25

aaa
Lys
40

tca geg tac aga
Ser Ala Tyr Arg

get ggg
Ala Gly

agc gaa gaa
Ser Glu Glu
60

gat
Tyr Asp

tac gta ttg agc
Val Leu Ser

75

get gea gat get gta
Gly Ala Asp Ala Val
90

cet
Pro

gca ggt gga
Ala Gly Gly

gge
Gly
105
ttt caa'gga ggt cat
Gly Gly His

120

cgt ggt cca
Arg Gly Pro
140

agg cag

cag ttt tat tec ggg
155

gaa tgt gat gca tgc

144

Leu Leu

Glu

tta ttg

Leu

ttg
Leu
15

ata gac aaa
Ile Asp Lys
30

gag

tct
Ser

ttg
Leu

caa
Gln
45

aag
Lys

aaa
Lys

gec cat caa
Ala His Gln

cct
Pro

gat
Asp

gaa
qu

aag
Lys
80

aag aat get

Gly

ggece
Gly
95

Lys Asn

tte
Phe

gat
Asp

cac ceg

His Pro

110

cct
Pro

get
Gly

gga
Gly
125

Gly

atg atc
Met Ile

gtc
Val

aag
Lys

ata.
Ile

tee teg
Ser Ser

gaa
Glu
160

cat ggt agt ggc

g6C

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528
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Phe Thr Leu Asn Leu Asn Asp Glu Cys Asp Ala Cys His Gly Ser Gly
' 165 170 175

tct gea gat ggt aag ctg gec caa tgt cce gat tgt caa gat cgt geg
Ser Ala Asp Gly Lys Leu Ala Gln Cys Pro Asp Cys Gln Gly Arg Gly
180 185 190

gtt ata ata caa gig ctg cgec atg ggt att atg acg cag cag atf caa
Val Ile Ile Gln Val Leu Arg Met Gly Ile Met Thr Gln Gln Ile Gln
195 200 205

cag atg tgt ggt agg tgt ggt ggt acg gga caa.att atc aaa aat gaa
Gln Met Cys Gly Arg Cys Gly Gly Thr Gly Giln Ile Ile Lys Asn Glu
210 215 220

tgc aaa aca tgt cac ggc asa aaa gtf abé aaa aag aac aag ttc ttc
Cys Lys Thr Cys His Gly Lys Lys Val Thr Lys Lys Asn Lys Phe Phe
225 230 ' 235 240

cac gtt gac gtt cca cca ggc gca cca aga aac tac atg gac aca aga
His Val Asp Val Pro Pro Gly Ala Pro Arg Asn Tyr Met Asp Thr Arg
245 250 255

gtc ggc gag gct gaa aaa ggg cct gac tit gac gee ggt gac ttg gte
Val Gly Glu Ala Glu Lys Gly Pro Asp Phe Asp Ala Gly Asp Leu Val
260 265 270

"ata gaa ttc aag gaa aag gat act gag aac atg ggt tac aga aga .aga
Ile Glu Phe Lys Glu Lys Asp Thr Glu Asn Met Gly Tyr Arg Arg Arg
275 280 285

gec gac aat ctg tac aga aca gaa git ctt tet get geg gaz geg cta
Gly Asp Asn Leu Tyr Arg Thr Glu Val Leu Ser Ala Ala Glu Ala Leu
290 ' 295 300

tac ggc gga tgg caa aga acg ata gaa ttc ctt gat gag aac aag ccc
Tyr Gly Gly Trp Gln Arg Thr Ile Glu Phe Leu Asp Glu Asn Lys Pro
305 310 315 320

gtt aag tta tct aga cee get cat gta gtt gte tec aat gge gaa gt

Val Lys Leu Ser Arg Pro Ala His Val Val Val Ser Asn Gly Glu Val
325 330 335

145

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008 -
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gaa gtc gtg aag gga ttc gge atg ccc aag ggt ag& aag ggt tac get
Glu Val Val Lys Gly Phe Gly Met Pro Lys Gly Ser Lys Gly Tyr Gly
340 345 350

gat ttg tac ata gac tac gtc gtt gtc atg cca aag act ttc aaa tct
Asp Leu Tyr Ile Asp Tyr Val Val Val Met Pro Lys Thr Phe Lys Ser
355 360 365

ggeg caa aat atg ctc aaa gat éag ttg tag
Gly Gln Asn Met Leu Lys Asp Glu Leu
370 375

<210> 125
<211> 377
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 125
Met Ile Pro Lys Leu Tyr Ile His Leu Ile Leu Ser Leu Leu Leu Leu

1 . 5 10 15

Pro Leu Ile Leu Ala Gln Asp Tyr Tyr Ala Ile Leu Glu Ile Asp Lys
20 : 25 30

Asp Ala Thr Glu Lys Glu Ile Lys Ser Ala Tyr Arg Gln Leu Ser Lys
3’ 40 45

Lys Tyr His Pro Asp Lys Asn Ala Gly Ser Glu Glu Ala His Gln Lys '

50 55 60

Phe Ile Gld Val Gly Glu Ala Tyr Asp Val Leu Ser Asp Pro Glu Lys
65 70 75 80

Lys Lys Ile Tyr Asp Gln Phe Gly Ala Asp Ala Val Lys Asn Gly Gly

146

1056

1104

1134
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85 90 9%

Gly Gly Gly Gly Pro Gly Gly Pro Gly Ala Gly Gly Phe His Asp Pro
100 105 110

Phe Asp Ile Phe Glu Arg Met Phe Gln Gly Gly His Gly Gly Pro Gly
115 120 125

Gly Gly Phe Gly Gln Arg Gln Arg Gln Arg Gly Pro Met Ile Lys Val
130 135 140 :

Gln Glu Lys Leu Ser Leu Lys Gln Phe Tyr Ser Gly Ser Ser Ile Glu
145 150 : _ 155 160

Phe Thr Leu Asn Leu Asn Asp Glu Cys Asp Ala Cys His Gly Ser Gly
165 170 175

Ser Ala Asp Gly Lys Leu Ala Gln Cys Pro Asp Cyé Gln Gly Arg Gly
180 185 190

Val Ile Ile‘Gln Val Leu Arg Met Gly Jle Met Thr Gln Gln Ile Gln
195 200 205

Gln Met Cys Gly Arg Cys Gly Gly Thr Gly Gln Ile Ile Lys Asn Glu
' 210 . 215 220

Cys Lys Thr Cys His Gly Lys Lys Val Thr Lys Lys Asn Lys Phe Phe ‘
225 ' 230 235 240

His Val Asp Val Pro Pro Gly Ala Pro Arg Asn Tyr Met Asp Thr Arg
245 250 255

147
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Val Gly Glu Ala Glu Lys Gly Pro Asp Phe Asp Ala Gly Asp Leu Val
260 265 270

Ile Glu Phe Lys Glu Lys Asp Thr Glu Asn Met Gly Tyr Arg Arg Arg
275 280 ' 285

Gly Asp Asn Leu Tyr Arg Thr Glu Val Leu Ser Ala Ala Glu Ala Leu
290 _ 295 300

Tyr Gly Gly Trp Gln Arg Thr Ile Glu Phe Leu Asp Glu Asn Lys Pro
305 ' 310 : 315 ' 320

Val Lys Leu Ser Arg Pro Ala His Val Val Val Ser Asn Gly Glu Val
325 330 335

Glu Val Val Lys Gly Phe Gly Met Pro Lys Gly Ser Lys Gly Tyr Gly
340 345 350

Asp Leu Tyr Ile Asp Tyr Val Val Val Met Pro Lys Thr Phe Lys Ser
355 360 : 365 '

Gly Gln Asn Met Leu Lys Asp Glu Leu
370 375

<210> 126

<211> 1692

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1692)

<400> 126

148



atg aga tta aga acc gee
Met Arg Leu Arg Thr Ala

1

5

‘tet geca act tca aac aat
Ser Ala Thr Ser Asn Asn

20

gee ttt aat gac act cac
Ala Phe Asn Asp Thr His

35

agt cce agt tgt aac gta
Ser Pro Ser Cys Asn Val

50

aac att aga gat gat ctt
Asn Ile Arg Asp Asp Leu

65

70

tac ttt cgg ctg gat tta
Tyr Phe Arg Leu Asp Leu

85

gat ggt ctg tgc tta aac

Asp Gly Leu Cys Leu Asn.

- 100

tgg gat aca ctg cct gag
Trp Asp Thr Leu Pro Glu

115

aat aat gat aca atg aag
Asn Asn Asp Thr Met Lys

130

ttc tta gat caa cta tgt
Phe Leu Asp Gln Leu Cys Gln Thr Ser Lys Lys Pro Val Asp Ile Glu

145

150

ES 2 537806 T3

att gcc aca ctg tge cte acg get ttt aca
Ile Ala Thr Leu Cys Leu Thr Ala Phe Thr
10 15

age tac atc ‘gcec ‘acc gac caa aca caa aat
Ser Tyr Ile Ala Thr Asp Gln Thr Gln Asn
25 30

ttt tgt aag gtc gac agg aat gat cac gtt
Phe Cys Lys Val Asp Arg Asn Asp His Val
40 45 :

aca ttc aat gaa tta aat gcc ata aat gaa

Thr Phe Asn Glu Leu Asn Ala Ile Asn Glu

55 60

tcg geg tta tta aaa tct gat tte tte aaz
Ser Ala Leu Leu Lys Ser Asp Phe Phe Lys
75 80

tac aag caa tgt tca ttt tgg gac gee aac
Tyr Lys Gln Cys Ser Phe Trp Asp Ala Asn
90 95

cge get tge tet gtt gat gte gta gag gac
Arg Ala Cys Ser Val Asp Val Val Glu Asp
105 110

tac tgg cag cct gag atc ttg ggt agt ttc

Tyr Trp Gln Pro Glu Ile Leu Gly Ser Phe
120 125

gaa gcg gat gat age gat gac gaa tgt aag

Glu Ala Asp Asp Ser Asp Asp Glu Cys Lys

135 . : 140

caa acc agt aaa aaa cct gta gat atc gaa

155 160

149

48

96

144

192

240

288

336

- 384

432

480
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gac acc atc aac tac tgt gat gta aat gac titt aac ggt aaa aac gce 628
Asp Thr Ile Asn Tyr Cys Asp Val Asn Asp Phe Asn Gly Lys Asn Ala
165 170 175
gtt ctg att gat tta aca gca aat ccg gaa cga ttt aca ggt tat ggt 576
Val Leu Ile Asp Leu Thr Ala Asn Pro Glu Arg Phe Thr Gly Tyr Gly
180 185 190
get aag caa get ggt caa att tgg tct act aﬁc tac caa gac aac tgt 624
Gly Lys Gln Ala Gly Gln Ile Trp Ser Thr Ile Tyr Gln Asp Asn Cys
195 200 205
ttt aca att ggc gaa act gegt gaa tca ttg gee aaa gat gea ttt tat 672
Phe Thr Ile Gly Glu Thr Gly Glu Ser Leu Ala Lys Asp Ala Phe Tyr
210 , 215 : 220
aga ctt gta tcc ggt ttc cat gee tet-ate ggt act cac'tta tca aag 720
Arg Leu Val Ser Gly Phe His Ala Ser Ile Gly Thr His Leu Ser Lys
225 230 , 235 240
gaa tat ttg aac acg aéa act ggt aaa tgg gag ccc aat ctg gat ttg 768
Glu Tyr Leu Asn Thr Lys Thr Gly Lys Trp Glu Pro Asn Leu Asp Leu
245 250 255
ttt atg gca aga atc ggg aac ttt cct gat aga gtg aca aac atg tat 816
Phe Met Ala Arg Ile Gly Asn Phe Pro Asp Arg Val Thr Asn Met Tyr
260 265 270
ttc aat tat get gtt gta get aag get cte tgg aaa att caa cea tat 864
Phe Asn Tyr Ala Val Val Ala Lys Ala Leu Trp Lys Ile Gln Pro Tyr
275 280 285
tta cca gaa ttt tca ttec tgt gat cta gtc aat aaa gaa atc aaa aac 912
Leu Pro Glu Phe Ser Phe Cys Asp Leu Val Asn Lys Glu Ile Lys Asn
290 295 300
aaa atg gat aac gtt att tcc cag ctg gac aca aaa att ttt aac gaa 960
Lys Met Asp Asn Val Ile Ser Gln Leu Asp Thr Lys Ile Phe Asn Glu
305 310 315 320

gac tta gtt ttt gec aac gac cta agt ttg act ttg aag gac gaa ttc 1008
Asp Leu Val Phe Ala Asn Asp Leu Ser Leu Thr Leu Lys Asp Glu Phe
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325 330 335

aga tct cgec ttc aag aat gtc acg aag att atg gat tgt gtg caa tgt 1056
Arg Ser Arg Phe Lys Asn Val Thr Lys Ile Met Asp Cys Val Gln Cys
‘ 340 345 350

gat aga tgt aga ttg tgg ggc aaa att caa act acc ggt tac geca act 1104
Asp Arg Cys Arg Leu Trp Gly Lys Ile Gln Thr Thr Gly Tyr Ala Thr
355 360 - 365
gee ttg aaa att ttg ttt gaa atce éac gac gect gat gaa tte acc aaa 1152
Ala Leu Lys Ile Leu Phe Glu Ile Asn Asp Ala Asp Glu Phe Thr Lys
370 375 380

caa cat att gtt ggt aag tta acc aaa tat gag ttg att gca cta tta 1200
Gln His Ile Val Gly Lys Leu Thr Lys Tyr Glu Leu Ile Ala Leu Leu
385 , 390 395 400

cag act ttc ggt aga tta tct gaa tct att gaa tect gtt aac atg ttc 1248
Gln Thr Phe Gly Arg Leu Ser Glu Ser Ile Glu Ser Val Asn Met Phe
: 405 410 415

gaa aaa atg tac ggg aaa agg tta aac ggt tct gaa aac agg tta agc 1296
Glu Lys Met Tyr Gly Lys Arg Leu Asn Gly Ser Glu Asn Arg Leu Ser

420 425 430
tca tte tte caa aat aac tte ttc aac att ttg aag gag geca ggec aaa 1344
Ser Phe Phe Gln Asn Asn Phe Phe Asn Ile Leu Lys Glu Ala Gly Lys
435 ) 440 445
tcg att cgt tac acc ata gag aac atc aat tcc act aaa gaa gga aag 1392
Ser Ile Arg Tyr Thr Ile Glu Asn Ile Asn Ser Thr Lys Glu Gly Lys :
450 455 460

aaa aag act aac aat tct caa tca cat gta ttt gat gat tta aaa atg 1440
Lys Lys Thr Asn Asn Ser Gln Ser His Val Phe Asp Asp Leu Lys Met
465 470 475 480

ccc aaa gca gaa ata gtt cca agg cec tet aac ggt aca gta aat aaa 1488
Pro Lys Ala Glu Ile Val Pro Arg Pro Ser Asn Gly Thr Val Asn Lys
485 490 495
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tgg aag aaa gct tgg aat act gaa gtt aac aac gtt tta gaa geca ttc
Trp Lys Lys Ala Trp Asn Thr Glu Val Asn Asn Val Leu Glu Ala Phe
500 505 510

aga ttt att tat aga agc ﬁat ttg gat tta ccc agg aac atc tgg gaa
Arg Phe Ile Tyr Arg Ser Tyr Leu Asp Leu Pro Arg Asn Ile Trp Glu
515 520 525

tta tet ttg atg aag gta tac aaa ttt tgg aat aaa ttc ate ggt gtt
Leu Ser Leu Met Lys Val Tyr Lys Phe Trp Asn Lys Phe Ile Gly Val
530 535 540 '

get gat tac gtt agt gag gag aca ¢ga gag cct att tcec tat aag cta
Ala Asp Tyr Val Ser Glu Glu Thr Arg Glu Pro Ile Ser Tyr Lys Leu
545 550 : 555 560

gat.ata.caa taa
Asp Ile Gln

<210> 127
<211> 563
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 127

Met Arg Leu Arg Thf Ala Ile Ala Thr Leu Cys Leu Thr Ala Phe Thr
1 5 10 - 15

Ser Ala Thr Ser Asn Asn Ser Tyr Ile Ala Thr Asp Gln Thr Gln Asn
20 25 30

Ala Phe Asn Asp Thr His Phe Cys Lys Val Asp Arg Asn Asp His Val

35 40 45

Ser Pro Ser Cys Asn Val Thr Phe Asn Glu Leu Asn Ala Ile Asn Glu
50 55 60

152

1536

1584

1632

1680

1692
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Asn Ile Arg Asp Asp Leu Ser Ala Leu Leu Lys Ser Asp Phe Phe Lys
65 70 75 80

Tyr Phe Arg Leu Asp Leu Tyr Lys Gln Cys Ser Phe Trp Asp Ala Asn
85 90 95

.Asp Gly Leu Cys Leu Asn Arg Ala Cys Ser Val Asp Val Val Glu Asp
100 105 110

Trp Asp Thr Leu Pro Glu Tyr Trp Gln Pro Glu Ile Leu Gly Ser Phe
1156 120 125

Asn Asn Asp Thr Met Lys Glu Ala Asp Asp Ser Asp Asp Glu Cys Lys
130 135 140 ' :

Phe Leu Asp Gln Leu Cys Gln Thr Ser Lys Lys Pro Val Asp Ile Glu
145 : 150 155 160

Asp Thr Ile Asn Tyr Cys Asp Val Asn Asp Phe Asn Gly Lys Asn Ala
: : 165 170 175

Val Leu Ile Asp Leu Thr Ala Asn Pro Glu Arg Phe Thr Gly Tyr Gly
180 185 190

Gly Lys Gln Ala Gly Gin Ile Trp Ser Thr Ile Tyr Gln Asp Asn Cys
195 200 205

Phe Thr Ile Gly Glu Thr Gly Glu Ser Leu Ala Lys Asp Ala Phe Tyr
210 215 220 :
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Arg Leu Val Ser Gly Phe His Ala Ser Ile Gly Thr His Leu Ser Lys
225 230 235 240

Glu Tyr Leu Asn Thr Lys Thr Gly Lys Trp Glu Pro Asn Leu Asp Leu
245 250 255

Phe Met Ala Arg Ile Gly Asn Phe Pro Asp Arg Val Thr Asn Met Tyr
260 265 : 270

Phe Asn Tyr Ala Val Val Ala Lys Ala Leu Trp Lys Ile Gln Pro Tyr
275 280 285

Leu'Pro Glu Phe Ser Phe Cys Asp Leu Val Asn Lys Glu Ile Lys Asn
290 295 300

Lys Met Asp Asn Val Ile Ser Gln Leu Asp Thr Lys Ile Phe Asn Glu
305 . ' 310 315 320

Asp Leu Val Phe Ala Asn Asp Leu Ser Leu Thr Leu Lys Asp Glu Phe
325 330 335

Arg Ser Arg Phe Lys Asn Val Thr Lys Ile Met Asp Cys Val Gln Cys
340 345 . 350 '

Asp Arg Cys Arg Leu Trp Gly Lys Ile Gln Thr Thr Gly Tyr Ala Thr
355 360 365

Ala Leu Lys-Ile Leu Phe Glu Ile Asn Asp Ala Asp Glu Phe Thr Lys
370 3% - 380

Gln His Ile Val Gly Lys Leu Thr Lys Tyr Glu Leu Ile Ala Leu Leu
385 390 395 400
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Gln Thr Phe Gly Arg Leu Ser Glu Ser Ile Glu Ser Val Asn Met Phe
405 410 : 415

Glu Lys Met Tyr Gly Lys Arg Leu Asn Gly Ser Glu Asn Arg Leu Ser
420 425 430

Ser Phe Phe Gln Asn Asn Phe Phe Asn Ile Leu Lys Glu Ala Gly Lys
435 440 445

Ser Ile Arg Tyr Thr Ile Glu Asn Ile Asn Ser Thr Lys Glu Gly Lys
: 450 455 460

Lys Lys Thr Asn Asn Ser Gln Ser His Val Phe Asp Asp Leu Lys Met
465 470 475 . 480

Pro Lys Ala Glu Ile Val Pro Arg Pro Ser Asn Gly Thr Val Asn Lys
485 490 495

Trp Lys Lys Ala Trp Asn Thr Glu Val Asn Asn Val Leu Glu Ala Phe
500 S 505 .. .. .. . 510

Arg Phe Ile Tyr Arg Ser Tyr Leu Asp Leu Prq'Arg Asn ile Trp Glu
5156 520 525 ’

. Leu-Ser Leu Met Lys Val Tyr Lys Phe Trp Asn Lys Phe Ile Gly Val

630 ' 536 ' 540 Co

Ala Asp Tyr Val Ser Glu Glu Thr Arg Glu Pro Ile Ser Tyr Lys Leu

545 550 : 555 . 560
Asp Ile Gln

<210> 128
<211> 408
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<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(408)

<400> 128

atg atg ttt aat att tac
Met Met Phe Asn Ile Tyr
1 5

gca get tce ctg tca gat
Ala Gly Ser Leu Ser Asp
20

gta gaa gat tgc tta att
Val Glu Asp Cys Leu Ile
35

cat taﬁ aca gga tet tta
His Tyr Thr Gly Ser Leu
50

tat tca aga ggc tct cct
Tyr Ser Arg Gly Ser Pro
65 70

att aaa ggt tgg gat caa
Ile Lys Gly Trp Asp Gln
85

aga aag ctg caa att cca
Arg Lys Leu Gln Ile Pro
100

cca ggc gtc att cct cca
Pro Gly Val Ile Pro Pro
115

gta gac gtg aaa tca gee

Val Asp Val Lys Ser Ala
130

<210> 129

<211> 135
<212> PRT

ES 2 537806 T3

ctt ttc gtc act ttt ttt tcc
Leu Phe Val Thr Phe Phe Ser

10

ttg gaa atc ggt att atc aag
Leu Glu Ile Gly Ile Ile Lys

25

aag gca atg cca ggt gat aaa
Lys Ala Met Pro Gly Asp Lys

40

45

tta gaa tcg gga act gta ttt
Leu Glu Ser Gly Thr Val Phe

55

60

atc gct ttt gaa ctt gge gtt
Ile Ala Phe Glu Leu Gly Val

75

get gtt gee gge atg tge gtt
Gly Val Ala Gly Met Cys Val

90

agt tct ttg gec tac gga gaa
Ser Ser Leu Ala Tyr Gly Glu

105

agt get gat ttg gtg ttt gat
Ser Ala Asp Leu Val Phe-Asp Val Glu Leu

120

gee tag
Ala
135

125

156

acc

aga
Arg
30

gtt
Val

gac
Asp

ggc
Gly

gec
Gly

aga
Arg.
110

gtc

att ctt
Ile Leu
15 -

ata ceg
Ile Pro

aag gtt
Lys Val

tca agt

Ser Ser

aga gta
Arg Val
80

gaa aaa
Glu Lys
95

get gtc
Gly Val

gaa ttg

48

96

144

192

240

288

336

' 384

408
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<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 129
Met Met Phe Asn Ile Tyr Leu Phe.Val Thr Phe Phe Ser Thr Ile Leu
1 . 5 10 15

Ala Gly Ser Leu Ser Asp Leu Glu Ile Gly Ile Ile Lys Arg Ile Pro
20 25 _ 30

Val Glu Asp Cys Leu Ile Lys Ala Met Pro Gly Asp Lys Val Lys Val
35 40 45

His Tyr Thr Gly Ser Leu Leu Glu Ser Gly Thr Val Phe Asp Ser Ser
50 55 60

Tyr Ser Arg Gly Ser Pro Ile Alé Phe Glu Leu Gly Val Gly Arg Val
65 70 75 80

Ile Lys Gly Trp Asp Gln Gly Val Ala Gly Met Cys Val Gly Glu Lys
85 : 90 95

Arg Lys Leu Gln Ile Pro Ser Ser Leu Ala Tyr Gly Glu Arg Gly Val
100 105 110

Pro Gly Val Ile Pro Pro Ser Ala Asp Leu Val Phe Asp Val Glu Leu
115 120 125

Val Asp Val Lys Ser Ala Ala
130 135

<210> 130

<211> 1938

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

<221> CDS
<222> (1).. (1938)
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<400> 130 ‘
atg ata ctg atc tcg gga tac tgt ctt tta gtg tat agec gtt att ttg

Met Ile Leu Ile Ser Gly Tyr Cys Leu Leu Val Tyr Ser Val Ile Leu
1 ' 5 10 16

cca gta ctg ata tcg gct tct aag tta tgt gat ttg get gag tta caa
Pro Val Leu Ile Ser Ala Ser Lys Leu Cys Asp Leu Ala Glu Leu Gln
20 25 _ 30

cga tig aac aag aat tta aaa gta gac act gaa tcc ttg cca aaa tac
Arg Leu Asn Lys Asn Leu Lys Val Asp Thr Glu Ser Leu Pro Lys Tyr
35 40 : 45

caa tgg atc gect ggg cag ttg gaa éaa aac tgc atg act geg gat cca
Gln Trp Ile Ala Gly Gln Leu Glu Gln Asn Cys Met Thr Ala Asp Pro
50 ‘ 55 . 60

gca agt gaa aat atg tca gac gta att caa cta gcc aat caa ata tac
Ala Ser Glu Asn Met Ser Asp Val Ile Gln Leu Ala Asn Gln Ile Tyr
65 70 75 80

158

48

96

144

192

240
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tac aaa att ggg ctg atc caa tta tcc aac gat caa cat cta aga gct 288
Tyr Lys Ile Gly Leu Ile Gln Leu Ser Asn Asp Gln His Leu Arg Ala
85 90 95
att aac aca ttt gaa aaa atc gtt ttt aat gaa act tac aaa ggt tct 336
Ile Asn Thr Phe Glu Lys Ile Val Phe Asn Glu Thr Tyr Lys Gly Ser
100 105 110
ttt ggg aag ctg gcg gaa aag agg cta caa gag ctg tat gtc gat ttt 384
Phe Gly Lys Leu Ala Glu Lys Arg Leu Gln Glu Leu Tyr Val Asp Phe
115 120 ' 125
ggg atg tgg gac aag gtg cat cag aag gat gat cag tat geg aaa tat 432
" Gly Met Trp Asp Lys Val His Gln Lys Asp Asp Gln Tyr Ala Lys Tyr
' 130 135 140
ctg tec ttg aat gaa acc atc aga aac aaa ata tea tec aaa gac gtt 480
Leu Ser Leu Asn Glu Thr Ile Arg Asn Lys Ile Ser Ser Lys Asp Val
145 150 155 160
tct gtg gag gaa gat att tct gag ctg cta cgec ata acg ccg tac gat 628
Ser Val Glu Glu Asp Ile Ser Glu Leu Leu Arg Ile Thr Pro Tyr Asp
165 170 175
gtt aac gtc ctc tec acg cac atc gat gtt ctt ttt cac aaa cta get 576
Val Asn Val Leu Ser Thr His Ile Asp Val Leu Phe His Lys Leu Ala
180 185 - 190 '
gaa gaa att gac gtt teg tta get get get atc att ttg gat tac gaa 624
Glu Glu Ile Asp Val Ser Leu Ala Ala Ala Ile Ile Leu Asp Tyr Glu
195 200 205
aca atc ctc gac aag cat ttg gct age tta agc ata gat aca aga ctt 672
Thr Ile Leu Asp Lys His Leu Ala Ser Leu Ser Ile Asp Thr Arg Leu
210 215 220
tcg att cat tat gtc ata tct gtt tta cag acc ttt gta ctt aac tca 720
Ser Ile His Tyr Val Ile Ser Val Leu Gln Thr Phe Val Leu Asn Ser
225 230 235 240
gat geg teg ttc aat ata aga aaa tge ctt tece att gat atg gac tat 768

Asp Ala Ser Phe Asn Ile Arg Lys Cys Leu Ser Ile Asp Met Asp Tyr
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245 a 250 255

gat aaa tgt aaa aaa cta agc ctg act att tcc aaa ttg aac aag gte
Asp Lys Cys Lys Lys Leu Ser Leu Thr Ile Ser Lys Leu Asn Lys Val
' 260 265 270

aat cca tca aaa aga cag atc btg gat cca gca aca tat gea ttt gag
Asn Pro Ser Lys Arg Gln 1le Leu Asp Pro Ala Thr Tyr Ala Phe Glu
275 . 280 285

aac aaa aag tit aga agt tgg gat aga att att gaa ttt tat ttg aag
Asn Lys Lys Phe Arg Ser Trp Asp Arg Ile Ile Glu Phe Tyr Leu Lys
290 295 . 300

gat aag aag cca ttt att aca cca atg aaa att ctt aac aaa gat aca
Asp Lys Lys Pro Phe Ile Thr Pro Met Lys Ile Leu Asn Lys Asp Thr
305 310 315 320

aac ttt aaa aac aac tac tic ttt tta gag gaa att atc aaa caa ttg
Asn Phe Lys Asn Asn Tyr Phe Phe Leu Glu Glu Ile Ile Lys Gln Leu
- 325 330 335

ata gaa gac gtt caa ctg tcg aga cct ttg gea aaa aat tta tte gaa
.Ile Glu Asp Val Gln Leu Ser Arg Pro Leu Ala Lys Asn Leu Phe Glu
: 340 345 350

gat ccc cca ata acc gat ggt ttt gtc aaa cca aaa tca tac tat cat
Asp Pro Pro Ile Thr Asp Gly Phe Val Lys Pro Lys Ser Tyr Tyr His
355 , 360 365

acc gat tat cta gta tac att gat tcc att ctt tgt cag gct tct age
Thr Asp Tyr Leu Val Tyr Ile Asp Ser Ile Leu Cys Gln Ala Ser Ser
370 375 380

atg agt ccg gac gtc aag aga gct aaa ctg get gég ceg tte tgt aaa
Met Ser Pro Asp Val Lys Arg Ala Lys Leu Ala Ala Pro Phe Cys Lys
385 390 395 400

aag agt ttg agg cat tca cta aca cta gaa aca tgg aaa cac tat cag
Lys Ser Leu Arg His Ser Leu Thr Leu Glu Thr Trp Lys His Tyr Gln
405 410 415

160

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248



gat gct aag tcc gag caa

420

gta tgg aat tcc aat cct
Val Trp Asn Ser Asn Pro

435

ctt aat aaa agt agg tct
Leu Asn Lys Ser Arg Ser

450

tat gac cag ata aac aaa
Tyr Asp Gln Ile Asn Lys

465

acc aat cca tac gtg atg
Thr Asn Pro Tyr Val Met

caa acc tat aaa gag cat
Gln Thr Tyr Lys Glu His

500

caa caa caa caa cag cag
Gln Gln Gln Gln Gln Gln

515

gca geg cct aac tac gac «
Ala Ala Pro Asn Tyr Asp

530

gta tcg cct agt get agt
Val Ser Pro Ser Ala Ser

545

tta acc aaa aaa tac cac
Leu Thr Lys Lys Tyr His

aaa caa gaa tca att cac

Ser Lys Glu Ile

ES 2 537806 T3

cct tta cct gag acg gta ttg agt gat
Asp Ala Lys Ser Glu Gln Lys Pro Leu Pro Glu Thr Val Leu Ser Asp

425
ttg ctg atg tat
Leu Leu Met Tyr
440
cct cat tea cag

Pro His Ser Gln

ttc caa gat aac

Phe Phe Gln Asp Asn

475
aac ttc cga tta
Asn Phe Arg Leu

490

cat cgg aat ttc

Lys His Arg Asn Phe

505
caa cac caa cga
Gln His Gln Arg
520

aaa aag gac tat

atg
Met

tte
Phe
460

gge
Gly

tta
Leu

aac
Asn

cat
His

tat

430

gta aac tca ata
Val Asn Ser Ile
445

aaa aag caa tta
Lys Lys Gln Leu

ctec tca gag teg
Leu Ser Glu Ser
480

cag aaa caa tta
Gln Lys Gln Leu
495

cag caa tat tic
Gln Gln Tyr Phe
510

caa gca ccc cca
Gln Ala Pro Pro
525

aaa att ctt gga

Lys Lys Asp Tyr Tyr‘Lys Ile Leu Gly

aaa gaa ata agg
555

gac aaa ata aag

540

aaa

gee

gca tat tta aat

Arg Lys Ala Tyr Leu Asn

560

aac cat aac gac

Asp Lys Ile Lys Ala Asn His Asn Asp

570

act atg tca caa

Lys Gln Glu Ser Ile His Glu Thr Met Ser Gln

161

ate
Ile

575

aat gaa geg tac
Asn Glu Ala Tyr

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776
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580 585 590

gaa aca tta agt gat gac gat aaa agg aag gaa tac gat ctt tcc aga
Glu Thr Leu Ser Asp Asp Asp Lys Arg Lys Glu Tyr Asp Leu Ser Arg
595 600 605

tca aac ccc cge cge aac act ttt cct cag ggeg cet agg caa aat aac
Ser Asn Pro Arg Arg Asn Thr Phe Pro Gln Gly Pro Arg Gln Asn Asn
610 ) 615 620

atg ttc aaa aat cca gga agt ggec tte cca ttc gga aat gge ttt aaa
Met Phe Lys Asn Pro Gly Ser Gly Phe Pro Phe Gly Asn Gly Phe Lys
625 630 635 640

atg aat ttt ggg ctt tga
Met Asn Phe Gly Leu

- 645
<210> 131
<211> 645
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae
<400> 131
Met Ile Leu Ile Ser Gly Tyr Cys Leu Leu Val Tyr Ser Val Ile Leu

1 5 10 : 15

Pro Val Leu Ile Ser Ala Ser Lys Leu Cys Asp Leu Ala Glu Leu Gln
20 - 25 30 -

Arg Leu Asn Lys Asn Leu Lys Val Asp Thr Glu Ser Leu Pro Lys Tyr
35 .40 45

Gln Trp Ile Ala Gly Gln Leu Glu Gln Asn Cys Met Thr Ala Asp Pro
50 55 60

162

1824

1872

1920

1938
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Ala Ser Glu Asn Met Ser Asp Val Ile Gln Leu Ala Asn Gln Ile Tyr
65 70 75 80

Tyr Lys Ile Gly Leu Ile Gln Leu Ser Asn Asp Gln His Leu Arg Ala
' 85 90 95

Ile Asn Thr Phe Glu Lys Ile Val Phe Asn Glu Thr Tyr Lys Gly Ser.
100 105 110

Phe Gly Lys Leu Ala Glu Lys Arg Leu Gln Glu Leu Tyr Val Asp Phe
115 120 ' 125

Gly Met Trp Asp Lys Val His Gln Lys Asp Asp Gln Tyr Ala Lys Tyr
130 . 135 140

" Leu Ser Leu Asn Glu Thr Ile Arg Asn Lys Ile Ser Ser Lys Asp Val
145 _ 150 155 . 160

Sexr Val Glu Glu Asp Ile Ser Glu Leu Leu Arg Ile Thr Pro Tyr Asp
’ 165 170 175

Val Asn Val Leu Ser Thr His Ile Asp Val Leu Phe His Lys Leu Ala
180 18 , 190

Glu Glu Ile Asp Val Ser Leu Ala Ala Ala Ile Ile Leu Asp Tyr Glu
195 200 205

Thr Ile Leu Asp Lys His Leu Ala Ser Leu Ser Ile Asp Thr Arg Leu
210 A 215 220

Ser Ile His Tyr Val Ile Ser Val Leu Gln Thr Phe Val Leu Asn Ser
2256 230 235 240
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Asp Ala ‘Ser Phe Asn Ile Arg Lys Cys Leu Ser Ile Asp Met Asp Tyr
245 250 255

Asp Lys Cys Lys Lys Leu Ser Leu Thr Ile‘Ser Lys Leu Asn Lys Val
260 265 270

Asn Pro Ser Lys Arg Gln Ile Leu Asp Pro Ala Thr Tyr Ala Phe Glu
275 280 ' 285

Asn Lys Lys Phe Arg Ser Trp Asp Arg Ile Ile Glu Phe Tyr Leu Lys
290 295 . 300 '

Asp Lys Lys Pro Phe Ile Thr Pro Met Lys Ile Leu Asn Lys Asp Thr
305 310 - 315 320

Asn Phe Lys Asn Asn Tyr Phe Phe Leu Glu Glu Ile Ile Lys Gln Leu
325 330 335

Ile Glu Asp.Val Gln Leu Ser- Arg Pre-leu-Ala-Lys Asn Leu Phe Glu - -
340 345 350

Asp P;o Pro Ile Thr Asp Gly Phe Val Lys Pro Lys Ser Tyr Tyr His
355 . 360 - ) 365

Thr Asp Tyr Leu Val Tyr Ile Asp Ser Ile Leu Cys Gln Ala Ser Ser
370 375 380

Met Ser Pro Asp Val Lys Arg Ala Lys Leu Ala Ala Pro Phe Cys Lys
385 390 395 400
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Lys Ser Leu Arg His Ser Leu Thr Leu Glu Thr Trp Lys His Tyr Gln
405 - 410 415

Asp Ala Lys Ser Glu Gln Lys Pro.Leu Pro Glu Thr Val Leu Ser Asp
420 425 430

Val Trp Asn Ser Asn Pro His Leu Leu Met Tyr Met Val Asn Ser Ile
435 440 445

Leu Asn Lys Ser Arg Ser Lys Pro His Ser Gln Phe Lys Lys Gln Leu
450 , 455 460

Tyr Asp Gln Ile Asn Lys Phe Phe Gln Asp Asn Gly Leu Ser Glu Ser
465 470 475 480

Thr Asn Pro Tyr Val Met Lys Asn Phe Arg Leu Leu Gln Lys Gln Leu
' 485 490 495

Gln Thr Tyr Lys Glu His Lys His Arg Asn Phe Asn Gln Gln Tyr Phe
500 _ 505 510

Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln His Gln Arg His Gln Ala Pro Pro
515 520 525

Ala Ala Pro Asn Tyr Asp Pro Lys Lys Asp Tyr Tyr Lys Ile Leu Gly
530 535 540 '

Val Ser Pro Ser Ala Ser Sér Lys Glu Ile Arg Lys Ala Tyr Leu Asn
545 550 555 560

Leu Thr Lys Lys Tyr His Pro Asp Lys Ile Lys Ala Asn His Asn Asp
565 570 575
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Lys Gln Glu Ser Ile His Glu Thr Met Ser Gln Ile Asn Glu Ala Tyr
580 585 590

Glu Thr Leu Ser Asp Asp Asp Lys Arg Lys Glu Tyr Asp Leu Ser Arg
595 600 _ 605

Ser Asn Pro Arg Arg Asn Thr Phe Pro Gln Gly Pro Arg Gln Asn Asn
610 615 620

Met Phe Lys Asn Pro Gly Ser Gly Phe Pro Phe Gly Asn Gly Phe Lys

625 630 635 640

Met Asn Phe Gly Leu
645

<210> 132

<211> 2646

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (2646)

<400> 132

atg cga aac gtt tta agg ctt tta ttt tta aca get ttt gtt gct ata

Met Arg Asn Val Leu Arg Leu Leu Phe Leu Thr Ala Phe Val Ala Ile
1 . 5 10 15

gegg tct tta geca gee gtt tta ggt gtt gat tac ggt cag caa aat atc
Gly Ser Leu Ala Ala Val Leu Gly Val Asp Tyr Gly Gln Gln Asn Ile
20 25 30

aag gce att gtg gtt tet ceg caa gee cca tta gaa ctt gtg ctec aca

166

48

96

144
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Lys Ala Ile Val Val Ser Pro Gln Ala Pro Leu Glu Leu Val Leu Thr
35 40 45

cca gag gca aaa ¢cgg aag gag ata tct ggt ctt tcg ata aaa'aga tta
Pro Glu Ala Lys Arg Lys Glu Ile Ser Gly Leu Ser Ile Lys Arg Leu
50 55 60

cca ggt tat gga aag gat gat ccg aat ggg att gaa aga atc tac ggt
Pro Gly Tyr Gly Lys Asp Asp Pro Asn Gly Ile Glu Arg Ile Tyr Gly
65 70 75 80

tce get gtt gge agt tta gea aca agg ttt ccc caa aac aca ttg ttg
Ser Ala Val Gly Ser Leu Ala Thr Arg Phe Pro Gln Asn Thr Leu Leu
8b ‘ 20 95

cat ttg aaa ccg cta ctt ggg aaa tca cta gaa gat gaa acc act gta
His Leu Lys Pro Leu Leu Gly Lys Ser Leu Glu Asp Glu Thr Thr Val
' 100 105 110

act ttg tat tca aaa caa cac ccc ggt tta gaa atg gta tca aca aat
Thr Leu Tyr Ser Lys Gln His Pro Gly Leu Glu Met Val Ser Thr Asn
115 120 125

aga agt acc ata gcc ttt tta gtt gat aat gtg gaa tat cca ttg gaa
Arg Ser Thr Ile Ala Phe Leu Val Asp Asn Val Glu Tyr Pro Leu Glu
130 135 140

gag tta gtg gca atg aat gtc caa gag att gcc aat aga geec aat tea
Glu Leu Val Ala Met Asn Val Gln Glu Ile Ala Asn Arg Ala Asnh Ser
145 150 1565 160

ctg ttg aag gat aga gat gca aga act gag gac ttt gta aac aag atg
Leu Leu Lys Asp Arg Asp Ala Arg Thr Glu Asp Phe Val Asn Lys Met
165 170 175

agt tit aca att cct gac ttt ttt gac caa cat caa agg aaa gca ctt
Ser Phe Thr Ile Pro Asp Phe Phe Asp Gln His Gln Arg Lys Ala Leu
180 185 190

tta gat gcc agt tca ata acc aca gga atc gaa gag aca tat ctg gtt
Leu Asp Ala Ser Ser Ile Thr Thr Gly Ile Glu Glu Thr Tyr Leu Val
195 200 205

167

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624
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agt gaa ggg atg tct gtt gea gtt aac
Ser Glu Gly Met Ser Val Ala Val Asn
210 215

ttt cca cca ggt gaa cag cag cat tat
Phe Pro Pro Gly Glu Gln Gln His Tyr
225 230

get tct att aag gee tca atg tte tct
Gly Ser‘Ile Lys Ala Ser Met Phe Ser
245

act cag ccc gtt aca ata gaa ttt gaa
~ Thr Gln Pro Val Thr Ile Glu Phe Glu
260 A 265

cta ggt ggt geca aag tit aca atg gat
Leu Gly Gly Ala Lys Phe Thr Met Asp
275 280

aag ttt ttg gaa aca cac cca geec ata
Lys Phe Leu Glu Thr His Pro Ala Ile
290 ' 295

aat ccc aag gcc tta geca aaa atc aac
- Asn Pro Lys Ala Leu Ala Lys-Ile Asn
305 310

tta att tta age gee aat tet gag gea
Leu Ile Leu Ser Ala Asn Ser Glu Ala
325 ‘

atc aac gat att gat ttc cgt act tct
Ile Asn Asp Ile Asp Phe Arg Thr Ser
340 345

gaa ttt att gca gac tcg tta ttg gac
Glu Phe Ile Ala Asp Ser Leu Leu Asp
355 360

gct gtt aca aaa caa ttc ggt gge tat

ttt gta tta aag cag cgc caa
Phe Val Leu Lys Gln Arg Gln
220

atc gta tat gac atg ggg agc
Ile Val Tyr Asp Met Gly Ser
235 240

ata ttg cag ccg gag gac act
Ile Leu Gln Pro Glu Asp Thr
250 255

gga tat ggg tat aat cca cat.

Gly Tyr Gly Tyr Asn Pro His
270

att ggc agt ttg ata gag aat
Ile Gly Ser Leu Ile Glu Asn
: 285

aga act gat gaa ttg cac get
Arg Thr Asp Glu Leu His Ala
300

caa gca gea gag aag gea aag

Gln Ala Ala Glu Lys-Ala Lys - -

315 320

agt att aac ata gaa tca ctg
Ser Ile Asn Ile Glu Ser Leu
330 - 335

ata act aga cag gaa ttc gaa
Ile Thr Arg Gln Glu Phe Glu
350
att gtc aaa cec ata aat gac
Ile Val Lys Pro Ile Asn Asp
365

gga aca aat tta cct gag ata

168

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152
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Ala Val Thr Lys Gln Phe Gly Gly Tyr Gly Thr Asn Leu Pro Glu Ile
370 375 380

aat ggg gtc att ttg geg gga gege tet tec cga att cec att gtg cag
Asn Gly Val Ile Leu Ala Gly Gly Ser Ser Arg Ile Pro Ile Val Gln
385 390 395 400

gat caa tta atc aaa ctc gta tcc gaa gaa aaa gtg ttg aga aat gtc
Asp Gln Leu Ile Lys Leu Val Ser Glu Glu Lys Val Leu Arg Asn Val
405 410 - 415

aat gect gat gaa tca get gtg aat ggt gtt gtt atg aga gegg atc aag
Asn Ala Asp Glu Ser Ala Val Asn Gly Val Val Met Arg Gly Ile Lys
420 425 430

tta tct aat tcg ttt aag acc aag ccg tta aat gtt gtt gac cgt tct
Leu Ser Asn Ser Phe Lys Thr Lys Pro Leu Asn Val Val Asp Arg Ser
435 440 445

gta aat act tat tca ttc aaa tta tca aac gaa tct gaa ctg tat gat
Val Asn Thr Tyr Ser Phe Lys Leu Ser Asn Glu Ser Glu Leu Tyr Asp
450 455 460

gtg ttc acg cge gga agt get tat cca aac aaa aca tct att ttg aca
Val Phe Thr Arg Gly Ser Ala Tyr Pro Asn Lys Thr Ser Ile Leu Thr
465 470 475 480

aac acg act gat tcg att cct aat aat ttt acc att gac tta ttt gag
Asn Thr Thr Asp Ser Ile Pro Asn Asn Phe Thr Ile Asp Leu Phe Glu
485 490 495

aat ggt aaa ttg ttc gaa act atc aca gtt aat tca gga gect ata aag
Asn Gly Lys Leu Phe Glu Thr Ile Thr Val Asn Ser Gly Ala Ile Lys
500 505 510

aat tca tat tcc tct gat aag tge teg tca gga gtt geg iat aac att
Asn Ser Tyr Ser Ser Asp Lys Cys Ser Ser Gly Val Ala Tyr Asa Ile
515 520 525

act ttc gac ttg tcc agt gat aga tta ttc tct att caa gag gtt aac
Thr Phe Asp Leu Ser Ser Asp Arg Leu Phe Ser Ile Gln Glu Val Asn
530 " 535 540

169

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1684

1632
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tge att tgt cag agc gaa aat gac ata ggt aac tcc aag caa att aag
Cys Ile Cys Gln Ser Glu Asn Asp Ile Gly Asn Ser Lys Gln Ile Lys
545 560 5565 560

aac aaa ggc age cgt ttg get ttt act tct gag gat gtt gag atc aaa
Asn Lys Gly Ser Arg Leu Ala Phe Thr Ser Glu Asp Val Glu Ile Lys
565 570 575

agg ctt tcp cct teca gaa cgt tcg cgt ttg cat gag cat atc aag ttg
Arg Leu Ser Pro Ser Glu Arg Ser Arg Leu His Glu His Ile Lys Leu
580 585 590

ctc gat aaa cag gat aag gaa aga ttt caa ttc caa gaa aat tta aac
Leu Asp Lys Gln Asp Lys Glu Arg Phe Gln Phe Gln Glu Asn Leu Asn
595 600 605

gtt ctt gaa agt aac ttg tat gat gct aga aac ctg cta atg.gat gat
Val Leu Glu Ser Asn Leu Tyr Asp Ala Arg Asn Leu Leu Met Asp Asp
610 , 615 620

gaa gtt atg caa aat gga cca aaa tcc caa gta gaa gag tta tcg gag
Glu Val Met Gln Asn Gly Pro Lys Ser Gln Val Glu Glu Leu Ser Glu
625 630 635 640

atg.gtt aaa gta tat ttg gat tgg ctc gaa gat gea tecc ttt gat act
Met Val Lys Val Tyr Leu Asp Trp Leu Glu Asp Ala Ser Phe Asp Thr
645 650 655

gac cet gag gat ata gtt agc aga att aga gaa att gga ata tta aaa
Asp Pro Glu Asp Ile Val Ser Arg Ile Arg Glu Ile Gly Ile Leu Lys
660 665 670

aag aaa ata gaa ctt tac atg gat tct geca aag gaa cct ttg aac tct
Lys Lys Ile Glu Leu Tyr Met Asp Ser Ala Lys Glu Pro Leu Asn Ser
675 680 685
caa caa ttt aaa gga atg ctt gaa gaa ggc cat aag tta ctt cag get
Gln Gln Phe Lys Gly Met Leu Glu Glu Gly His Lys Leu Leu Gln Ala
690 695 700

ata gaa acc cat aag aat acc gtt gaa gaa ttt ttg agt caa ttt gaa
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1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064
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Ile Glu Thr His Lys Asn Thr Val Glu Glu Phe Leu Ser Gln Phe Glu
705 710 715 720

"acc gag ttt gecg gat acc ata gat aat gtt aga gaa gaa ttt aaa aag 2208
Thr Glu Phe Ala Asp Thr Ile Asp Asn Val Arg Glu Glu Phe Lys Lys
725 730 735

att aag caa cca gcg tat gtg tecg aag geg tta tct aca tgg gag gaa 2256
Ile Lys Gln Pro Ala Tyr Val Ser Lys Ala Leu Ser Thr Trp Glu Glu
740 745 750

acc tta acc tet ttt aaa aat tcc att agec gaa ata gag aag tic ctg 2304
Thr Leu Thr Ser Phe Lys Asn Ser Ile Ser Glu Ile Glu Lys Phe Leu
755 760 765

gca aaa aac cta ttt ggc gaa gac ctt cgt gaa cat tta ttt gaa ate 2352
Ala Lys Asn Leu Phe Gly Glu Asp Leu Arg Glu His Leu Phe Glu Ile
770 775 780

aaa tta caa ttt gat atg tat cgt acg aaa cta gag gaa aaa ctg cgt 2400
Lys Leu Gln Phe-Asp Met Tyr Arg Thr Lys Leu Glu Glu Lys Leu Arg
785 790 795 800

tta ata aaa agc ggt gat gaa agt cgc tta aat gaa ata aag aag tta 2448
Leu Ile Lys Ser Gly Asp Glu Ser Arg Leu Asn Glu Ile'Lys Lys Leu

805 810 815
cat tta aga aac ttc cge cta caa aag aga aag gag gaa aag ttg aaa 2496
His Leu Arg Asn Phe Arg Leu Gln Lys Arg Lys Glu Glu Lys Leu Lys
820 825 : 830
aga aag ctt gaa cag gaa aaa agc aga aac aac aat gaa aca gaa teg 2544
Arg Lys Leu Glu Gln Glu Lys Ser Arg Asn Asn Asn Glu Thr Glu Ser
835 840 . 845

aca gta atc aac tcg get gac gat aaa act act att gtc aat gac aag 2592
Thr Val Ile Asn Ser Ala Asp Asp Lys Thr Thr Ile Val Asn Asp Lys
850 855 860

acc acc gag tcg aat cca agt tct gag gaa gac att ttg cat gat gaa 2640
Thr Thr Glu Ser Asn Pro Ser Ser Glu Glu Asp Ile Leu His Asp Glu
865 870 875 880
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tta tag
Leu

<210> 133

<211> 881

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 133
Met Arg Asn Val Leu Arg Leu Leu Phe Leu Thr Ala Phe Val Ala Ile

1 5 10 15

Gly Ser Leu Ala Ala Val Leu Gly Val Asp Tyf Gly Gln Gln Asn Ile
20 25 : 30

Lys Ala Ile Val Val Ser Pro Gln Ala Pro Leu Glu Leu Val Leu Thr
35 40 45

Pro Glu Ala Lys Arg Lys Glu Ile Ser Gly Leu Ser Ile Lys Arg Leu
- . B0 R .65 ... L. 60 ...

Pro Gly Tyr Gly Lys Asp Asp Pro Asn Gly Ile Glu Aré Ile Tyr Gly
65 70 75 80

Ser Ala Val Gly Ser Leu Ala Thr Arg Phe Pro Gln Asn Thr Leu Leu
85 90 95

His Leu Lys Pro Leu Leu Gly Lys Ser Leu Glu Asp Glu Thr Thr Val
100 105 110

Thr Leu Tyr Ser Lys Gln His Pro Gly Leu Glu Met Val Ser Thr Asn

172

2646
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115 120 125

Arg Ser Thr Ile Ala Phe Leu Val Asp Asn Val Glu Tyr Pro Leu Glu
130 135 140

Glu Leu Val Ala Met Asn Val Gln Glu Ile Ala Asn Arg Ala Asn Ser
145 150 155 160

Leu Leu Lys Asp Arg Asp Ala Arg Thr Glu Asp Phe Val Asn Lys Met
165 170 175

Ser Phe Thr Ile Pro Asp Phe Phe Asp Gln His Gln Arg Lys Ala Leu
180 ' 185 190

Leu Asp Ala Ser Ser Ile Thr Thr Gly Ile Glu Glu Thr Tyr Leu Val
195 ‘ 200 _ 205

Ser Glu Gly Met Ser Val Ala Val Asn Phe Val Leu Lys Gln Arg Gln
210 - 215 ‘ 220

Phe Pro Pro Gly Glu Gln Gln His Tyr Ile Val Tyr Asp Met Gly Ser
225 230 235 240

Gly Ser Ile Lys Ala Ser Met Phe Ser Ile Leu Gln Pro Glu Asp Thr
245 250 255

Thr Gln Pro Val Thr Ile Glu Phe Glu Gly Tyr Gly Tyr Asn Pro His
260 265 270

Leu Gly Gly Ala Lys Phe Thr Mét Asp Ile Gly Ser Leu Ile Glu Asn
275 280 285
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Lys Phe Leu Glu Thr His Pro Ala Ile Arg Thr Asp Glu Leu His Ala
290 295 300

Asn Pro Lys Ala Leu Ala Lys Ile Asn Gln Ala Ala Glu Lys Ala Lys
305 - 310 315 320

Leu Ile Leu Ser Ala Asn Ser Glu Ala Ser Ile Asn Ile Glu Ser Leu
325 330 335

Ile Asn Asp Ile Asp Phe Arg Thr Ser Ile Thr Arg Gln Glu Phe Glu
340 345 350

Glu-Phe Ile Ala Asp Ser Leu Leu Asp Ile Val Lys Pro Ile Asn Asp
' 355 360 365

Ala Val Thr Lys Gln Phe Qly Gly Tyr Gly Thr Asn Leu Pro Glu Ile
370 375 380

Asn Gly Val Ile Leu Ala Gly Gly Ser Ser Arg Ile Pro Ile Val Gln
385 390 395 400

Asp Gln Leu Ile Lys Leu Val Ser Glu'Glu Lys Val Leu Arg Asn Val
405 . 410 415

Asn Ala Asp Glu Ser Ala Val Asn Gly Val Val Met Arg Gly Ile Lys
_ 420 425 . 430

Leu Ser Asn Ser Phe Lys Thr Lys Pro Leu Asn Val Val Asp Aré Ser
435 440 445

Val Asn Thr Tyr Ser Phe Lys Leu Ser Asn Glu Ser Glu Leu Tyr Asp
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450 455 460

Val Phe Thr Arg Gly Ser Ala Tyr Pro Asn Lys Thx Ser Ile Leu Thr
465 : 470 475 480

Asn Thr Thr Asp Ser Ile Pro Asn Asn Phe Thr Ile Asp Leu Phe Glu
485 490 . 495

Asn Gly Lys Leu Phe Glu Thr Ile Thr Val Asn Ser Gly Ala Ile Lys
. 500 505 510

Asn Ser Tyr Ser Ser Asp Lys Cys Ser Ser Gly Yal Ala Tyf Asn Ile
515 520 525

Thr Phe Asp Leu Ser Ser Asp Arg Leu Phe Ser Ile Gln Glu Val Asn
530 535 , 540

Cys Ile Cys Gln Ser Glu Asn Asp Ile Gly Asn Ser Lys Gln Ile Lys
545 "~ 550 b55 ' 560

Asn Lys Gly Ser Arg Leu Ala Phe Thr Ser Glu Asp Val Glu Ile Lys .
: 565 570 575

Arg Leu Ser Pro Ser Glu Arg Ser Arg Leu His Glu His Ile Lys Leu
580 585 500 .

‘Leu Asp Lys Gln Asp Lys Glu Arg Phe Gln Phe Gln Glu Asn Leu Asn -
595 600 605

Val Leu Glu Ser Asn Leu Tyr Asp Ala Arg Asn Leu Leu Met Asp Asp
610 615 " 620 '
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Glu Val Met Gln Asn Gly Pro Lys Ser Gln Val Glu Glu Leu Ser Glu
625 630 . 635 640

Met Val Lys Val Tyr Leu Asp Trp Leu Glu Asp Ala Ser Phe Asp Thr
645 650 655

. Asp Pro Glu Asp Ile Val Ser Arg Tle Arg Glu Ile Gly Ile Leu Lys
660 665 670

Lys Lys Ile Glu Leu Tyr Met Asp Ser Ala Lys Glu Pro Leu Asn Ser
675 680 : 685

Gln Gln Phe Lys Gly Met Leu Glu Glu Gly His Lys Leu Leu Gln Ala
690 695 700

Ile Glu Thr His Lys Asn Thr Val Glu Glu Phe Leu Ser Gln Phe Glu
705 710 715 720

Thr Glu Phe Ala Asp Thr Ile Asp Asn Val Arg Glu Glu Phe Lys Lys
725 730 735

Ile Lys Gln Pro Ala Tyr Val Ser Lys Ala Leu Ser Thr Trp Glu Glu
740 745 750

Thr Leu Thr Ser Phe Lys Asn Ser Ile Ser Glu Ile Glu Lys Phe Leu
755 760 765

Ala Lys Asn Leu Phe Gly Glu Asp Leu Arg Glu His Leu Phe Glu Ile
770 : 775 T 780

Lys Leu Gln Phe Asp Met Tyr Arg Thr Lys Leu Glu Glu Lys Leu Arg

176
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785 790 795 800

Leu Ile Lys Ser Gly Asp Glu Ser Arg Leu Asn Glu Ile Lys Lys Leu
805 810 815

His Leu Arg Asn Phe Arg LeurGln Lys Arg Lys Glu Glu Lys Leu Lys
820 825 830

Arg Lys Leu Glu Gln Glu Lys Ser Arg Asn Asn Asn Glu Thr Glu Ser
835 840 845

Thr Val Ile Asn Ser Ala Asp Asp Lys Thr Thr Ile Val Asn Asp Lys
850 855 860 :

Thr Thr Glu Ser Asn Pro Ser Ser Glu Glu Asp Ile Leu His Asp Glu
865 870 875 880

Leu

<210> 134

<211> 834

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(834)

<400> 134
atg aaa ttg cac ggc ttt tta ttt teec gta tta teca aca tge gte gte
Met Lys Leu His Gly Phe Leu Phe Ser Val Leu Ser Thr Cys Val Val

1 5 10 15

177

48
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att tta cca geg ttg gec tac agt gaa get gtc acg atg gte aag teg
Ile Leu Pro Ala Leu Ala Tyr Ser Glu Ala Val Thr Met Val Lys Ser
20 25 30

att gag cag tac ttc gat atc tge aat agg aat gat tct tac aca atg
Ile Glu Gln Tyr Phe Asp Ile Cys Asn Arg Asn Asp Ser Tyr Thr Met
35 40 45

ata aaa tac tac act tct tgg tegc caa cat tgt aaa act ctg gee cea
Ile Lys Tyr Tyr Thr Ser Trp Cys Gln His Cys Lys Thr Leu Ala Pro
50 55 ‘ 60

gta tac gaa gag ctt ggt gag cta tac gcec aaa aaa get aat aaa gat
Val Tyr Glu Glu Leu Gly Glu Leu Tyr Ala Lys Lys Ala Asn.Lys Asp
65 : 70 . , 75 80

gat acc cca att aac ttc ctt gaa gtt aac tgt gaa ttc ttc ggg cca
Asp Thr Pro Ile Asn Phe Leu Glu Val Asn Cys Glu Phe Phe Gly Pro
85 20 - 95

act tta tgt acc gac ttg cct gga ttt cca ata att gaa ctg gtc aaa
Thr Leu Cys Thr Asp Leu Pro Gly Phe Pro Ile Ile Glu Leu Val Lys
100 105 110

cct cgt act aag ccc tta gtt ctt ccg aag ctc gat tgg teg tet atg
Pro Arg Thr Lys Pro Leu Val Leu Pro Lys Leu Asp Trp Ser Ser Met
115 120 125

aaa ttt cat gaa aga cta tgg caa aga atc aag acg tgg ttc aac aat
Lys Phe His Glu Arg Leu Trp Gln Arg Ile Lys Thr Trp Phe Asn Asn
130 135 140

cct aag tac caa ctg gat acg tct agg gtt gtt cgt ttt gaa ggg agt
Pro Lys Tyr Gln Leu Asp Thr Ser Arg Val Val Arg Phe Glu Gly Ser
145 150 155 160

agg aac cta aag agt tta age aac ttt atc gat act gta aga agt aaa

Arg Asn Leu Lys Ser Leu Ser Asn Phe Ile Asp Thr Val Arg Ser Lys
165 170 175

gat aca gaa gaa aga ttc ata gaa cat att ttc gat gat tet agg aat

Asp Thr Glu Glu Arg Phe Ile Glu His Ile Phe Asp Asp Ser Arg Asn

178

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576
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180 - 185 190

tgc aat gaa gaa tta cgt tct caa cag ctt ctg tgt aaa get ggt aaa
Cys Asn Glu Glu Leu Arg Ser Gln Gln Leu Leu Cys Lys Ala Gly Lys
195 200 205

gaa tac tac tct gat act tta tct aaa tta tac ggt gac gtg aat ggg
Glu Tyr Tyr Ser Asp Thr Leu Ser Lys Leu Tyr Gly Asp Val Asn Gly
210 215 220

ctg gaa aag gaa agg cga aga cta gaa get tta att aag caa aat gga
Leu Glu Lys Glu Arg Arg Arg Leu Glu Ala Leu Ile Lys Gln Asn Gly
225 230 ' 235 240

gat gac ttg agt aaa gaa gtt aaa gaa aaa ctg aaa atc att cgt cta
Asp Asp Leu Ser Lys Glu Val Lys Glu Lys Leu Lys Ile Ile Arg Leu
245 250 255

caa ttg égc‘cta tté tca cac ata gaa gac cag tta gaa gat acc agt
Gln Leu Ser Leu Leu Ser His Ile Glu Asp Gln Leu Glu Asp Thr Ser
260 265 270

agt cat gac gag ctt tga
Ser His Asp Glu Leu
275

<210> 135
<211> 277
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 135
Met Lys Leu His Gly Phe Leu Phe Ser Val Leu Ser Thr Cys Val Val

1 5 10 15

Ile Leu Pro Ala Leu Ala Tyr Ser Glu Ala Val Thr Met Val Lys Ser
20 25 30

179

624

672

720

768

816

834
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Ile Glu Gln Tyr Phe Asp Ile Cys Asn Arg Asn Asp Ser Tyr Thr Met
35 40 45

Tle Lys Tyr Tyr Thr Ser Trp Cys Gln His Cys Lys Thr Leu Ala Pro
50 55 60

Val Tyr Glu Glu Leu Gly Glu Leu Tyr Ala Lys Lys Ala Asn Lys Asp:
65 70 75 80

Asp Thr Pro Ile Asn Phe Leu Glu Val Asn Cys Glu Phe Phe Gly Pro
85 90 95

Thr Leu Cys Thr Asp Leu Pro Gly Phe Pro Ile Ile Glu Leu Val Lys
100 105 ‘ 110

Pro- Arg Thr Lys Pro Leu Val Leu Pro Lys Leu Asp Trp Ser Ser Met
115 120 125

Lys Phe His Glu Arg Leu Trp Gln Arg Ile Lys Thr Trp Phe Asn Asn
130 135 140

Pro Lys Tyr Gln Leu Asp Thr Ser Arg Val Val Arg Phe Glu Gly Ser
145 150 155 ' 160

Arg Asn Leu Lys Ser Leu Ser Asn Phe Ile Asp Thr Val Arg Ser Lys
165 170 175

Asp Thr Glu Glu Arg Phe Ile Glu His Ile Phe Asp Asp Ser Arg Asn
180 . 185 190

Cys Asn Glu Glu Leu Arg Ser Gln Gln Leu Leu Cys Lys Ala Gly Lys
195 200 205

180
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Glu Tyr Tyr Ser Asp Thr Leu Ser Lys Leu Tyr Gly Asp Val Asn Gly
210 215 220

Leu Glu Lys Glu Arg Arg Arg Leu Glu Ala Leu Ile Lys Gln Asn Gly
225 230 235 . 240

Asp Asp Leu Ser Lys Glu Val Lys Glu Lys Leu Lys Jle Tle Arg Leu
245 250 255

Gln Leu Ser Leu Leu Ser His Ile Glu Asp Gin Leu Glu Asp Thr Ser
260 ' 265 270

Ser His Asp Glu Leu
275 '

<210> 136

<211> 888

<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

<221> CDS

<222> (1).. (888)

<400> 136 '

atg aac ggt tac tgg aaa cct geg ttg gtt gte ctg gga ttg gta tet
Met Asn Gly Tyr Trp Lys Pro Ala Leu Val Val Leu Gly Leu Val Ser

1 5 10 15

cta tca tat gect ttt acc acc att gaa aca gaa att ttc caa tta caa

Leu Ser Tyr Ala Phe Thr Thr Ile Glu Thr Glu Ile Phe Gln Leu Gln
20 . 25 30

aat gaa ata agt acg aaa tat ggec cca gat atg aac ttc tac aag ttc

181

48

96

144
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Asn Glu Ile Ser Thr Lys Tyr Gly Pro Asp Met Asn Phe Tyr Lys Phe
35 40 45 ’

ttg aag tta cct aaa ctg cag aat tct agt aca aag gag att aca aaa
Leu Lys Leu Pro Lys Leu Gln Asn Ser Ser Thr Lys Glu Ile Thr Lys
50 55 60

aac tta aga aag cta tcc aag aag tac cat ccg gat aag aac cct aaa
Asn Leu Arg Lys Leu Ser Lys Lys Tyr His Pro Asp Lys Asn Pro Lys
65 , 70 - 75 80

tac cgt aaa ttg tat gaa agg tta aac ctec get act caa att ctt tca
Tyr Arg Lys Leu Tyr Glu Arg Leu Asn Leu Ala Thr Gln Ile Leu Ser
85 90 95

aac agc tct aat cgt aag att tat gat tat tat cta cag aat ggec ttt
Asn Ser Ser Asn Arg Lys Ile Tyr Asp Tyr Tyr Leu Gln Asn Gly Phe
100 105 110

cca aac tat gat ttc cat aag ggt ggt ttt tat ttt tcc aga atg aag
Pro Asn Tyr Asp Phe His Lys Gly Gly Phe Tyr Phe Ser Arg Met Lys
115 120 125

cct aag act tgg ttec cig ctg gcb ttt att tgg ata gtc gtt aat att
Pro Lys Thr Trp Phe Leu Leu Ala Phe Ile Trp Ile Val Val Asn Ile
130 135 140

geg cag tat atc att tct att att caa tat cgt tct caa aga tca aga

Gly Gln Tyr Ile Ile Ser Ile Ile Gln Tyr Arg Ser Gln Arg Ser Arg
145 150 155 160

att gaa aac ttc atc agt cag tgt aaa caa cag gat gat acc aat gga
Ile Glu Asn Phe Ile Ser Gln Cys Lys Gln Gln Asp Asp Thr Asn Gly
165 170 175

cta ggec gta aéa caa cta acg ttt aaa caa cat gaa aag gat gag ggt
Leu Gly Val Lys Gln Leu Thr Phe Lys Gln His Glu Lys Asp Glu Gly
180 185 190

aaa agt ttg gtt gta agg ttt agc gat gtc tat gtt gta gag cct gat

Lys Ser Leu Val Val Arg Phe Ser Asp Val Tyr Val Val Glu Pro Asp
195 200 205

182

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624
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gga agt gaa aca cta att tcg cca gat acc tig gat aaa cct tca gta
Gly Ser Glu Thr Leu Ile Ser Pro Asp Thr Leu Asp Lys Pro Ser Val
210 216 220

aag aac tgt ttg ttt tgg aga ata cct get teg gtt tgg aac atg acg
Lys Asn Cys Leu Phe Trp Arg Ile.Pro Ala Ser Val Trp Asn Met Thr
225 230 235 240

ttt ggc aaa tct gtt ggt age gca gga aaa gaa gaa ata ata acg gat
Phe Gly Lys Ser Val Gly Ser Ala Gly Lys Glu Glu Ile Ile Thr Asp
245 250 255

agt aaa aag tat gat ggt aac caa aca aaa aag ggg aac aaa gta aaa
Ser Lys Lys Tyr Asp Gly Asn Gln Thr Lys Lys Gly Asn Lys Val Lys
260 265 270

aag ggt tct gca aag aaa ggc caa aag aaa atg gaa ttg cct aac ggt
Lys Gly Ser Ala Lys Lys Gly Gln Lys Lys Met Glu Leu Pro Asn Gly
275 280 . 285

aaa gtg atc tat tca cgt aaa tga
Lys Val Ile Tyr Ser Arg Lys
290 295

<210> 137
<211> 295
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 137
Met Asn Gly Tyr Trp Lys Pro Ala Leu Val Val Leu Gly Leu Val Ser

1 5 10 15

Leu Ser Tyr Ala Phe Thr Thr Ile Glu Thr Glu Ile Phe Gln Leu Gln
20 25 30

Asn Glu Ile Ser Thr Lys Tyr Gly Pro Asp Met Asn Phe Tyr Lys Phe

183

672

720

768

816

864

888
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35 40 45

Leu Lys Leu Pro Lys Leu Gln Asn Ser Ser Thr Lys Glu Ile Thr Ly
50 55 60 .

Asn Leu Arg Lys Leu Ser Lys Lys Tyr His Pro Asp Lys Asn Pro Lys
65 70 ’ 75 80

Tyr Arg Lys Leu Tyr Glu Arg Leu Asn Leu Ala Thr Gln Ile Leu Ser
85 90 95

Asn Ser Ser Asn Arg Lys Ile Tyr Asp Tyr Tyr Leu Gln Asn Gly Phe
’ 100 - - 105 - 110-

Pro Asn Tyr Asp Phe His Lys Gly Gly Phe Tyr Phe Ser Arg Met Lys
115 - 120 125

Pro Lys Thr Trp Phe Leu Leu Ala Phe Ile Trp Ile Val Val Asn Ile
130 135 140

Gly Gln Tyr Ile Ile Ser Ile Ile Gln Tyr Arg Ser Gln Arg Ser Arg
145 150 155 160

Ile Glu Asn Phe Ile Ser Gln Cys Lys Gln Gln Asp Asp Thr Asn Gly
165 170 175

Leu Gly Val Lys Gln Leu Thr Phe Lys Gln His Glu Lys Asp Glu Gly
180 o 185 190

Lys Ser Leu Val Val Arg Phe Ser Asp Val Tyr Val Val Glu Pro Asp
195 200 205

184
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Gly Ser Glu Thr Leu Ile Ser Pro Asp Thr Leu Asp Lys Pro Ser Val
210 215 220 '

Lys Asn Cys Leu Phe Trp Arg Ile Pro Ala Ser Val Trp Asn Met Thr

225 230 235 240

Phe Gly Lys Ser Val Gly Ser Ala Gly Lys Glu Glu Ile Ile Thr Asp
245 250 - 265

Ser Lys Lys Tyr Asp Gly Asn Gln Thr Lys Lys Gly Asn Lys Val Lys
260 265 270

Lys Gly Ser Ala Lys Lys Gly Gln Lys Lys Met Glu Leu Pro Asn Gly

275 280 285

Lys Val Ile Tyr Ser Arg Lys
290 295

<210> 138

<211> 1554

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (1554)

<400> 138
atg caa gtg acc aca aga ttt ata tet geg ata gtc tecg ttt tge ctg
Met Gln Val Thr Thr Arg Phe Ile Ser Ala Ile Val Ser Phe Cys Leu

1 5 10 15

ttt get tet ttc acg ttg get gaa aac age geca aga get acg ceg gga
Phe Ala Ser Phe Thr Leu Ala Glu Asn Ser Ala Arg Ala Thr Pro Gly

185

48

96



20

tca gat tta ctc gtt

cta aca

ES 2 537806 T3

25

gag aag aaa ttt aaa

Ser Asp Leu Leu Val Leu Thr Glu Lys Lys Phe Lys

35

tct cat ccg tta gte
Ser His Pro Leu Val
50

tct

Ser
65

cag atec tta cge
Gln Ile Leu Arg

gag cat aac gtc cca
~ Glu His Asn Val Pro
85

tge ctg caa caa
Cys Leu Gln.Gln
100 :

gtt
Val

aaa
Lys

aat ggt cgt att
Asn Gly Arg Ile
115

gat gaa atc act
Asp Glu Ile Thr
130

acc

att
Tle
145

tat tta aat tcc
Tyr Leu Asn Ser

act
Thr

tta cca gta gta
Leu Pro Val Val

165
tat caa gaa gtc gca

180

cte gte

‘Leu Val

55

cct cac
Pro His

70

gtt
Val

gtt
Val

ata
Ile

act
Thr

ttt
Phe

gat
Asp

cag tac
Gln

135

gaa

40

gag ttt ttt get cca
Glu Phe Phe Ala Pro
60

tta gaa gag gcc gee
Leu Glu Glu Ala Ala
: 75

caa att gat tgt gag
Gln Ile Asp Cys Glu
90

aat acc tac cca acc
Asn Thr Tyr Pro T

105 -
get caa gtc tat cge
Gly Gln Val Tyr Arg
120

atg att cag cta tac

140

tca
Ser
45

teg
Trp

tet
Ser

gct
Ala

ttg
Leu

get
Gly
125

gag

gat gaa atc caa cca tac ttg gaa

30 -

gaa
Glu

ttc
Phe

ate
Ile

tgt ttg cat
Cys Leu His

asg
Lys
80

att tta
Ile Leu

agt atg
Ser Met
95

aac
Asn

ttt
Phe

atc
Ile

aaa
Lys
110

atc
Ile

gte
Val

aag

gect tct gte

Tyr Met Ile Gln Leu Tyr Glu Ala-Ser Val

aat gca

Glu Asp Glu Ile Gln Pro Tyr Leu Glu Asn Ala

160

: 155

ata aac aga ggc ttg aca gge ttg

Ile Asn Arg Gly Leu Thr Gly Leu Asn

170

ctg gac ctt gct gag gat tac gtc
Tyr Gln Glu Val Ala Leu Asp Leu Ala Glu Asp Tyr Val

185

186

160

aat gaa acg
Glu Thr

175

ttt tta tec
Phe Leu Ser
190

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576
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ctt cta gat tca gaa gat aag tca tta
Leu Leu Asp Ser Glu Asp Lys Ser Leu

aca
Thr

tece

195
gaa cca
Glu Pro
210

gtt get

200
att ctg ttt gat gga aat
Ile Leu Phe Asp Gly Asn
215

cta act cag tgg tta aaa

Ser Val Ala Leu Thr Gln Trp Leu Lys

225

acc

Thr

ccg
Pro

act

Thr

tte
Phe

gac atc
Asp Ile

ttg get
Leu Ala

gat ctt
Asp Leu
275

att gca
Ile Ala

. 290

aat
Asn
305

aat
Asn

tta
Leu

aaa
Lys

atg aga
Met Arg

ctg aaa
Leu Lys

gaa aaa
Glu Lys

gat tac

230

gaa cct gat ctc ttc ccc
Glu Pro Asp Leu Phe Pro
245

tac ttc ttt tat act tct
Tyr Phe Phe Tyr Thr Ser
260 265

ttc acg cag tta ggt'aag
Phe Thr Gln Leu Gly Lys
280

tta aac tct aca atg ttc
Leu Asn Ser Thr Met Phe
295

gaa cag ttc cca tta ttt
Glu Gln Phe Pro Leu Phe
310

tat ggt tta cca caa cta
Tyr Gly Leu Pro Gln Leu
325

cca caa cca cta gac aga
Pro Gln Pro Leu Asp Arg
340 345

cgt gaa ggt act gece aag

tca atc cac ttg cca
Ser Ile His Leu Pro
205

gta gac tet ttg gte
Val Asp Ser Leu Val
220

gtg gta att tta cct
Val Val Ile Leu Pro
235

aag tac att tct agc
Lys Tyr Ile Ser Ser
250

gag gaa gaa ttg gaa
Glu Glu Glu Leu Glu
270

gaa aat cgt ggc caa
Glu Asn Arg Gly Gln
: 285

cca cac cac gtt aga
Pro His His Val Arg
300

get atc cat aat atg
Ala Tle His Asn Met
315

cca gaa gaa gag tac
Pro Glu Glu Glu Tyr
330

gat atg atc gtt cag
Asp Met Ile Val Gln
350

cca att gtt aag tca

aac act
Asn Thr

gga aat
Gly Asn

tac ttt
Tyr Phe
240

aat ttg
Asn Leu
255

gat tac
Asp Tyr

ata aat
Tle Asn

ttc cta
Phe Leu

atc aat
Ile Asn
320

geg aaa
Ala Lys
335

ttg gta

Leu Val

gaa gag

Asp Tyr Arg Glu Gly Thr Ala Lys Pro Ile Val Lys Ser Glu Glu

187

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104



355

att cca aaa gaa caa

ES 2 537806 T3

360

aag tcc aat gtt

Ile Pro Lys Glu Gln Lys Ser Asn Val

370

cat gac gac att gtt

375

cat gat gat gac-

His Asp Asp Ile Val His Asp Asp Asp

386

tac gecg aca tgg tgt
Tyr Ala Thr Trp Cys

gaa att geca aat gtc
Glu Ile Ala Asn Val Leu Ala Ser Asp

420

ttg atc geec gaa gta
Leu Tle Ala Glu Val

435

gtg aca gga tat cca

390
att cat agt aaa

Ile His Ser Lys

tta geca tet gat

425
gat tca ggg gca
Asp Ser Gly Ala
440

acc att get ttg

Val Thr Gly Tyr Pro Thr Ile Ala Leu

450

aag cct att atc ttc
Lys Pro Ile Ile Phe

465

ttt atc aag gaa tca
Phe Ile Lys Glu Ser

gat aaa ttg cac cag
Asp Lys Leu His Gln

500

gta cat gat gaa tta
Val His Asp Glu Leu

5815
<210> 139

455
aat aaa att aga
Asn Lys Ile Arg
470
ggt aca cat cac

Gly Thr His His

gee aag gat tect

tat aaa afa
Tyr Lys Ile
380

aag gat gtc
Lys Asp Val
395

agg ttt geg
Arg Phe Ala
410

gaa tct gtt
Glu Ser Val

aat gat atc
Asn Asp Ile

tat cct gece
Tyr Pro Ala
460

aat ttg gaa
Asn Leu Glu
475

att gac ggce
Ile Asp Gly
490

gaa gig tct

365

gtt ggg aag aca
Val Gly Lys Thr

ctt gtc aaa tat
Leu Val Lys Tyr
400

cct att .tac gaa
Pro Ile Tyr Glu
415

cgc gat aaa atc
Arg Asp Lys Ile
430

tta agt ttt cct
Leu Ser Phe Pro
445

gga aat aac tet

Gly Asn Asn Ser

gat gtt ttc gaa
Asp Val Phe Glu
480

cag gca att tat

Gln Ala Ile Tyr

495

act gaa gat acc

Ala Lys Asp Ser Glu Val Ser Thr Glu Asp Thr

505

taa

188

510

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1554
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<211> 517

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 139

Met Gln Val Thr Thr Arg Phe Ile Ser Ala Ile Val Ser Phe Cys Leu
1 5 10 15

Phe Ala Ser Phe Thr Leu Ala Glu Asn Ser Ala Arg Ala Thr Pro Gly
20 25 30

Ser Asp Leu Leu Val Leu Thr Glu Lys Lys Phe Lys Ser Phe Ile Glu
35 40 45

Ser His Pro Leu Val Leu Val Glu Phe Phe Ala Pro Trp Cys Leu His
50 55 60

Ser Gln Ile Leu Arg Pro His Leu Glu Glu Ala Ala Ser Ile Leu Lys
65 | 70 75 80

Glu His Asn Val Pro Val Val Gln Ile Asp Cys Glu Ala Asn Ser Met
| 85 9% 95

Val Cys Leu Gln Gln Thr Ile Asn Thr Tyr Pro Thr Leu Lys Ile Phe
100 105 110

Lys Asn Gly Arg Ile Phe Asp Gly Gln Val Tyr Arg Gly Val Lys Ile
115 120 125

Thr Asp Glu Ile Thr Gln Tyr Met Ile Gln Leu Tyr Glu Ala Ser Val
130 135 140

189
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Ile Tyr Leu Asn Ser Glu Asp Glu Ile Gln Pro Tyr Leu Glu Asn Ala
145 150 155 160

Thr Leu Pro Val Val Ile Asn Arg Gly Leu Thr Gly Leu Asn Glu Thr
165 170 ’ 175

Tyr Gln Glu Val Ala Leu Asp Leu Ala Glu Asp Tyr Val Phe Leu Ser
180 185 190

Leu Leu Asp Ser Glu Asp Lys Ser Leu Ser Jle His Leu Pro Asn Thr
195 A 200 205

Thr Glu Pro Ile Leu Phe Asp Gly Asn Val Asp Ser Leu Val Gly Asn
210 215 220

Ser Val Ala Leu Thr Gln Trp Leu Lys Val Val Ile Leu Pro Tyr Phe
225 230 235 240

Thr Asp Ile Glu Pro Asp Leu Phe Pro Lys Tyr Ile Ser Ser Asn Leu
245 ' 250 ' 259

Pro Leu Ala Tyr Phe Phe Tyr Thr Ser Glu Glu Glu Leu Glu Asp Tyr
| 260 - 265 270

Thr Asp Leu Phe Thr Gln Leu Gly Lys Glu Asn Arg Gly Gln Ile Asn
275 280 285

Phe Ile Ala Leu Asn Ser Thr Met Phe Pro His His Val Arg Phe Leu
290 295 300

190
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Asn Met Arg Glu Gln Phe Pro Leu Phe Ala Ile His Asn Met Ile Asn
305 310 315 320

Asn Leu Lys Tyr Gly Leu Pro Gln Leu Pro Glu Glu Glu Tyr Ala Lys
325 330 335

Leu Glu Lys Pro Gln Pro Leu Asp Arg Asp Met Ile Val Gln Leu Val
340 4 345 350

Lys Asp Tyr Arg Glu Gly Thr Ala Lys Pro Ile Val Lys Ser Glu Glu
355 360 365

Ile Pro Lys Glu Gln Lys Ser Asn Val Tyr Lys Ile Val Gly Lys Thr
370 375 380

His Asp Asp Ile Val His Asp Asp Asp Lys Asp Val Leu Val Lys Tyr
385 _ 390 395 400

Tyr Ala Thr Trp Cys Ile His Ser Lys Arg Phe Ala Pro Ile Tyr Glu
405 , 410 " 415

Glu Ile Ala Asn Val Leu Ala Ser Asp Glu Ser Val Arg Asp Lys Ile
420 495 430

Leu Ile Ala Glu Val Asp Ser Gly Ala Asn Asp Ile Leu Ser Phe Pro
435 ' 40 - ' 445

Val Thr Gly Tyr Pro Thr Ile Ala Leu Tyr Pro Ala Gly Asn Asn Ser
450 455 460

Lys Pro Ile Ile Phe Asn Lys Ile Arg Asn Leu Glu Asp Val Phe Glu
465 470 475 480

191
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Phe Ile Lys Glu Ser Gly Thr His His Ile Asp Gly Gln Ala Ile Tyr
‘ 485 . 490 " 495

Asp Lys Leu His Gln Ala Lys Asp Ser Glu Val -Ser Thr Glu Asp Thr
500 505 510

Val His Asp Glu Leu
5156

<210> 140

<211> 1527

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1527)

<400> 140

atg ctg cgec cge get ctg ctg tge ctg gee gtg gee gee ctg gtg cge
Met Leu Arg Arg Ala Leu Leu Cys -Leu Ala Val Ala Ala Leu Val Arg
1 5 ) 10 . .16

gCC gac gcc ccc gag gag gag gac cac gte ctg gtg ctg cgg aaa age
Ala Asp Ala Pro Glu Glu Glu Asp His Val Leu Val Leu Arg Lys Ser
20 g 25 ~ 30

aac ttc geg gag geg ctg geg gec cac aag tac ctg ctg gtg gag tte
Asn Phe Ala Glu Ala Leu Ala Ala His Lys Tyr Leu Leu Val Glu Phe
35 40 45

tat gce cet tgg tgt gge cac tge aag get ctg gec cct gag tat gee
Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His Cys Lys Ala Leu Ala Pro Glu Tyr Ala
50 55 60

aaa gec get ggg aag ctg aag gea gaa ggt tcc gag atc agg ttg gee

192

438

96

144

192

240
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Lys Ala Ala Gly Lys Leu Lys Ala Glu
65 70

aag gtg gac gcc acg gag gag tct gac
Lys Val Asp Ala Thr Glu Glu Ser Asp
85

cge gge tat ccc acc atc aag tte tte
Arg Gly Tyr Pro Thr‘Ile Lys Phe Phe
100 105

ccc aag gaa tat aca gct gge aga gag
Pro Lys Glu Tyr Thr Ala Gly Arg Glu
115 120

ctg aag aag cgc acg ggqlccg get gee
‘Leu Lys Lys Arg Thr Gly Pro Ala Ala
130 135

gct gca gag tce ttg gtg gag tce age
Ala Ala Glu Ser Leu Val Glu Ser Ser
- 145 ‘ 150

ttc aag gac gtg gag tcg gac tct gee
Phe Lys Asp Val Glu Ser Asp Ser Ala
165

gag gee ate gat gac ata cca ttt ggg
Glu Ala Ile Asp Asp Ile Pro Phe Gly
: 180 185

ttc tcc aaa tac cag ctc gac aaa gat
Phe Ser Lys Tyr Gln Leu Asp Lys Asp
195 200

ttt gat gaa ggc cgg aac aac ttt gaa

Phe Asp Glu Gly Arg Asn Asn Phe Glu-

210 215

ctg ctg gac ttt atc aaa cac aac cag
Leu Leu Asp Phe Ile Lys His Asn Gln
225 230

Gly Ser Glu Ile Arg Leu Ala
75 80

ctg gece cag cag tac gge gtg
Leu Ala Gln Gin Tyr Gly Val
90 95

agg aat gga gac acg get tee
Arg Asn Gly Asp Thr Ala Ser
110

gct gat gac atc gtg aac tgg
Ala Asp Asp Ile Val Asn Trp
125

acc acc ctg cct gac gge gea
Thr Thr Leu Pro Asp Gly Ala
140

gag gtg get gtc atc ggc tte
Glu Val Ala Val Ile Gly Phe
1565 160

aag cag ttt ttg cag gca gca
Lys Gln Phe Leu Gln Ala Ala
170 175

ate act tee aac agt gac gtg
Ile Thr Ser Asn Ser Asp Val
190

geg gtt gte cte ttt aag asg
Gly Val Val Leu Phe Lys Lys
205

ggg gag gitc acc aag gag aac
Gly Glu Val Thr Lys Glu Asn
220

ctg ccec ctt gte atc gag ttc
Leu Pro Leu Val Ile Glu Phe
235 240

193

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720



acc gag cag aca gec ccg aag
Thr Glu Gln Thr Ala Pro Lys
245

atc ctg ctg tte ttg ccc aag
Ile Leu Leu Phe Leu Pro Lys
260

agc aac ttc aaa aca gca.gcc
Ser Asn Phe Lys Thr Ala Ala
275

atc ttc atc gac agec gac cac
Ile Phe Ile Asp Ser Asp His
290 295

ttt ggc ctg aag aag gaa gag
Phe Gly Leu Lys Lys Glu Glu
305 310

gag gag gag atg acc aag tac
Glu Glu Glu Met Thr Lys Tyr
325

gag agg atc aca gag ttc tgc
Glu Arg Ile Thr Glu Phe Cys
340

cce cac ctg atg age cag gag
Pro His Leu Met Ser Gln Glu
356

gtc aag gtg ctt gtt ggg aag
Val Lys Val Leu Val Gly Lys
370 375

aaa aaa aac gtc ttt gtg gag
Lys Lys Asn Val Phe Val Glu
385 390

aaa cag ttg gct ccc att tgg

ES 2 537806 T3

att ttt gga ggt gaa atc aag act
Ile Phe Gly Gly Glu Ile Lys Thr
250 255

agt étg tet gac tat gac ggc aaa
Ser Val Ser Asp Tyr Asp Gly Lys
265 270

gag agec tic aag ggc éag atc ctg
Glu Ser Phe Lys Gly Lys Ile Leu
280 285

acc gac aac cag cge atc cte gag
Thr Asp Asn Gln Arg Ile Leu Glu
300

tge ccg gee gtg cge cte ate acc
Cys Pro Ala Val Arg Leu Ile Thr
315 )

aag ccc gaa tcg gag gag ctg acg
Lys Pro Glu Ser Glu Glu Leu Thr
330 335

cac cge tte ctg gag ggc aaa ate
His- Arg Phe Leu Glu Gly Lys Ile
345 350

ctg ccg gag gac tgg gac aag cag
Leu Pro Glu Asp Trp Asp Lys Gln
360 365

aac ttt gaa gac gtg gét ttt gat
Asn Phe Glu Asp Val Ala Phe Asp
380
ttc tat geec cca tgg tgt ggt cac
Phe Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His
' 395

gat aaa ctg gga gag aég tac aag

194

cac
His

ctg
Leu

tte
Phe

tte
Phe

ctg
Leu
320

gea

Ala

aag
Lys

cet
Pro

gag
Glu

tgce
Cys
400

gac

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248
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Lys Gln Leu Ala Pro Ile Trp Asp Lfs Leu Gly Glu Thr Tyr Lys Asp
405 © 410 415

cat gag aac atc gtc atc gcc aag atg gac teg act gee aac gag gtg
His Glu Asn Ile Val Ile Ala Lys Met Asp Ser Thr Ala Asn Glu Val
' 420 425 430

gag gcc gtc aaa gtg cac agc ttc cec aca cte aag tte ttt cct gcc
Glu Ala Val Lys Val His Ser Phe Pro Thr Leu Lys Phe Phe Pro Ala
435 440 445

agt gec gac agg acg gte att gat tac aac ggg gaa cgec acg ctg gat
Ser Ala Asp Arg Thr Val Ile Asp Tyr Asn Gly Glu Arg Thr Leu Asp
450 4565 460

ggt ttt aag aaa ttc ctg gag agc ggt ggc cag gat ggg gea ggg gat

Gly Phe Lys Lys Phe Leu Glu Ser Gly Gly Gln Asp»Gly Ala Gly Asp -

465 470 475 480

gat gac gat ctc gag’gac ctg gaa gaa gca gag gag cca gac atg gagv

Asp Asp Asp Leu Glu Asp Leu Glu Glu Ala Glu Glu Pro Asp Met Glu
485 ' 490 ' 495

gaa gac gat gat cag aaa gct gtg aaa gat gaa ctg taa
Glu Asp Asp Asp Gln Lys Ala Val Lys Asp Glu Leu
500 505

<210> 141

<211> 508

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 141
Met Leu Arg Arg Ala Leu Leu Cys Leu Ala Val Ala Ala Leu Val Arg

1 5 A 10 15

Ala Asp Ala Pro Glu Glu Glu Asp His Val Leu Val Leu Arg Lys Ser
20 25 30

195

1296

1344

1392

1440

1488

1527



ES 2 537806 T3

Asn Phe Ala Glu Ala Leu Ala Ala His Lys Tyr Leu Leu Val Glu Phe
35 40 : 45

Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His Cys Lys Ala.Leu Ala Pro Glu Tyr Ala
50 ' 55 60

Lys Ala Ala Gly Lys Leu Lys Ala Glu Gly Ser Glu Ile Arg Leu Ala
65 70 75 80

Lys Val Asp Ala Thr Glu Glu Ser Asp lLeu Ala Gln Gin Tyr Gly Val
85 20 95

Arg Gly Tyr Pro Thr Ile Lys Phe Phe Arg Asn Gly Asp Thr Ala Ser
100 105 110

Pro Lys Glu Tyr Thr Ala Gly Arg Glu Ala Asp Asp>Ile Val Asn Trp
115 ) 120 125

Leu Lys Lys Arg Thr Gly Pro Ala Ala Tﬁr Thr Leu Pro Asp Gly Ala
130 135 140 : ‘

‘Ala Ala Glu Ser Leu Val Glu Ser Ser Glu Val Ala Val Ile Gly Phe
145 | 150 155 160

Phe Lys Asp Val Glu Ser Asp Ser Ala Lys Gln Phe Leu Gln Ala Ala
165 ' 170 175

Glu Ala Ile Asp Asp Ile Pro Phe Gly Ile Thr Ser Asn Ser Asp Val
180 185 - 190

Phe Ser Lys Tyr Gln Leu Asp Lys Asp Gly Val Val Leu Phe Lys Lys

196
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195 200

Phe Asp Glu Gly Arg Asn Asn Phe Glu Gly Glu Val
210 215 . 220

Leu Leu Asp Phe Ile Lys His Asn Gln Leu Pro Leu
225 230 235

Thr Glu Gln Thr Ala Pro Lys Ile Phe Gly Gly Glu
245 250,

Ile Leu Leu Phe Leu Pro Lys Ser Val Ser Asp Tyr
‘ 260 . 265

Ser Asn Phe Lys Thr Ala Ala Glu Ser Phe Lys Gly
275 280

Ile Phe Ile Asp Ser Asp His Thr Asp Asn Gln Arg
290 295 300

Phe Gly Leu Lys Lys-Glu Glu Cys‘Pro Ala Val Arg
305 - 310 315

Glu Glu Glu Met Thr Lys Tyr Lys Pro Glu Ser Glu
' 325 330

Glu Arg Ile Thr Glu Phe Cys His Arg Phe Leu Glu
340 345

Pro His Leu Met Ser Gln Glu Leu Pro Glu Asp Trp
355 360

197

205

Thr Lys Glu Asn

Val Ile Glu Phe
240

Ile Lys Thr His
255

Asp Gly Lys Leu
- 270

Lys Ile Leu Phe
285 '

IleALeu Glu Phe

Leu Ile Thr Leu
320

Giu Leu Thr Ala
335

Gly Lys Ile Lys
350

Asp Lys Gln Pro
365
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Val Lys Val Leu Val Gly Lys Asn Phe Glu Asp Val Ala Phe Asp Glu
370 375 380

Lys Lys Asn Val Phe Val Glu Phe Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His Cys
385 : 390 395 400

Lys Gln Leu Ala Pro Ile Trp Asp Lys Leu Gly Glu Thr Tyr Lys Asp
o 405 410 415

His Glu Asn Ile Val Ile Ala Lys Met Asp Ser Thr Ala Asn Glu Val
1420 425 430

Glu Ala Val Lys Val His Ser Phe Pro Thr Leu Lys Phe Phe Pro Ala
435 440 _ 445

Ser Ala Asp Arg Thr Val Ile Asp Tyr Asn Gly Glu Arg Thr Leu Asp
450 -455 460

Gly Phe Lys Lys Phe Leu Glu Ser Gly Gly Gln Asp Gly Ala Gly Asp
465 470 475 - 480

Asp Asp Asp Leu Glu Asp Leu Glu Glu Ala Glu Glu Pro Asp Met Glu
485 490 495

Glu Asp Asp Asp Gln Lys Ala Val Lys Asp Glu Leu

500 505
<210> 142
<211> 1527
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 142

198



atgttgagaa
gaggaggage
cacaagtact
ccagagtacg
aaggttgacg
accatcaagt
gaggcfgacg
ccagacggtg
ttcaaggacg
gacathcat
gacggtgttg
accaaggaga
accgagcaaa
ttgecaaagt
tccttcaagg
atcttggagt
gaggaggaga
gagttctgte

ccagaggact

gagettigit
accacgtett
tgttggttga
ccaaggecge
ccacegagga
tcttcagaaa
acatcgttaa
ctgetgetga
ttgagtccga
tcggtatcac
tettgttcaa
acttgttgga
ccgeeccaaa
ccgttiteega
gtaagatctt
tettegettt
tgaccaagta
acagattctt

gggacaagea

ES 2 537806 T3

gtgtttggce

ggtttigaga

gttctacgee

tggtaagttg

gteegacttg

cggtgacacc

ctggttgaag

gtccttgetg

ctcegecaag

ctecaactec.

gaagttegac
cttcatEaag
gatcttcggt
ctacgacggt
gttcatettc
gaagaaggag
caagccagag
ggagggtaag

accagtcaag

gttgeegeet

aagtccaact

ccatggtgtg

aaggctgagg

.gcccaacaat

gettceccaa

aagagaaccg-

gagtccteceg

caattettge

gacgttttct

gagggtagaa

cacaaccaat

ggtgagatca

aagttgtcca

atcgacteeg

gagtgtccag

tecgaggagt

atcaagccac

gttttggttg

199

tggttagage
tcgetgagge
gtcactgtaa
gttecgagat
acggtgttag
aggagtacac
gtceagetge
aggttgetgt
aagctgetga
ccaagtacc;
acaacttcga
tgccattget
agacccacat
acttcaagac
accacaccga
ccgttagatt
tgaccgetga
acttgatgtc

gtaagaactt

cgacgcecca
tttggetgee
ggcttiggee
cagattggce
aggttacccea
cgetggtaga
caccaccttg
catcggtttc
ggecategac
attggacaag
gegtgaggte
tatcgagttce
cttgtigtte
cgetgeegag
caaccaaaga
gatcaccttg

gagaatcacc

ccaagagttg

cgaggacgtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140



10

ES 2 537806 T3

gctttcgacg agaagaagaa cgtcttcgtt gagttctacg ccccatggtg tggtcactgt
aagcaattgg ctccaatctg ggacaagttg ggtgagacct acaaggacca cgagaacatce
gtcategeca agatggactc caccgecaac gaggttgagg ccgttaaégt tcactcctte
ccaaccttga agttcttece agectecgee gacagaaccg tcatcgacta caacggigag
agaaccttgg acggtttcaa gaagticttg gagtcecggte gtcaagacgg tgctggtgac_

gacgacgact tggaggactt ggaggagget gaggagccag acatggagga ggacgacgac

caaaaggetg ttaaggacga gttgtaa

<210> 143

<211> 1407

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (1407)

<400> 143
atg gge cge gge tgg gga ttc ttg ttt ggc ctc ctg gge gee gtg tgg

Met Gly Arg Gly Trp Gly Phe Leu Phe Gly Leu Leu Gly Ala Val Trp

1 5 10 156

ctg ctc age teg gge cac gga gag gag cag cccC ccg gag aca geg gea
Leu Leu Ser Ser Gly His Gly Glu Glu Gln Pro Pro Glu Thr Ala Ala
' 20 25 30

cag agg tge ttc tge cag gtt agt ggt tac ttg gat gat tgt acc tgt
Gln Arg Cys Phe Cys Gln Val Ser Gly Tyr Leu Asp Asp Cys Thr Cys
35 40 45

gat gtt gaa acc att gat aga ttt aat aac tac agg ctt ttc cca aga
Asp Val Glu Thr Ile Asp Arg Phe Asn Asn Tyr Arg Leu Phe Pro Arg
50 55 60

200

1200
1260
1320
1380
1440
1500

1527

48

96

144

192
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cta caa aaa ctt ctt gaa agt gac tac ttt agg tat tac aag gta aac 240
Leu Gln Lys Leu Leu Glu Ser Asp Tyr Phe Arg Tyr Tyr Lys Val Asn
65 70 75 80
ctg aag agg ccg tgt cct tte tgg aat gac atc agc cag tgt gga aga 288
Leu Lys Arg Pro Cys Pro Phe Trp Asn Asp Ile Ser Gln Cys Gly Arg
85 90 g5
agg gac tgt get gtec aaa cca tgt caa tot gat gaa gtt cct gat gga 336
Arg Asp Cys Ala Val Lys Pro Cys Gln Ser Asp Glu Val Pro Asp Gly
100 105 110
 att aaa tet gcg age tac aag tat tct gaa gaa gcec aat aat cte att 384
Ile Lys Ser Ala Ser Tyr Lys Tyr Ser Glu Glu Ala Asn Asn Leu Ile
115 . 120 125
gaa gaa tgt gaa caa gect gaa cga ctt gga gea gtpg gat gaa tet ctg 432
Glu Glu Cys Glu Gln Ala Glu Arg Leu Gly Ala Val Asp Glu Ser Leu
130 135 140
agt gag gaa aca cag aag gct gtt ctt cag tgg acc aag cat gat gat 480
Ser Glu Glu Thr Gln Lys Ala Val Leu Gln Trp Thr Lys His Asp Asp
145 150 155 160
tct tca gat aac ttc tgt gaa get gat gac att cag tee cct gaa get 528
* Ser Ser Asp Asn Phe Cys Glu Ala Asp Asp Ile Gln Ser Pro Glu Ala
165 170 176
gaa tat gta gat ttg ctt ctt aat cct gag cgc tac act ggt tac aag 576
Glu Tyr Val Asp Leu Leu Leu Asn Pro Glu Arg Tyr Thr Gly Tyr Lys
180 185 190
gga cca gat gct tgg aaa ata tgg aat gtc atc tac gaa gaa aac tgt 624
Gly Pro Asp Ala Trp Lys Ile Trp Asn Val Ile Tyr Glu Glu Asn Cys
195 200 205
ttt aag cca cag aca att aaa aga cct tta aat cct ttg get tet ggt 672
Phe Lys Pro Gln Thr Ile Lys Arg Pro Leu Asn Pro Leu Ala Ser Gly
210 215 220
caa ggeg aca agt gaa gag aac act ttt tac agt tgg cta gaa ggt cte 720

Gln Gly Thr Ser Glu Glu Asn Thr Phe Tyr Ser Trp Leu Glu Gly Leu

201
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225 230

tgt gta gaa aaa aga gca ttc tac aga

Cys Val Glu Lys Arg Ala Phe Tyr Arg
245

age att aat gtg cat ttg agt gca aga
Ser Ile Asn Val His Leu Ser Ala Arg
260 265

att
Ile

tta gaa aag aaa tgg gga cac aac
Leu Glu Lys Lys Trp Gly His Asn
275 280

gat gga att ttg act gaa gga gaa
Asp Gly Ile Leu Thr Glu Gly Glu
290 295

get
Gly

tat ttt ctc tac tta ata gaa cta
Tyr Phe Leu Tyr Leu Ile Glu Leu
305 310

agg
Arg

tte ttc gag cge cca gat ttt caa cte
Phe Phe Glu Arg Pro Asp Phe Gln Leu
325

gat gag gaa aac aaa atg tta ctt cig

Asp Glu Glu Asn Lys Met Leu. Leu Leu Glu Ile Leu His Glu

340 345

tca.ttt cct ttg cat ttt gat gag aat
Ser Phe Pro Leu His Phe Asp Glu Asn
355 360

aaa gaa gca cac aaa cta aag gag gac

Lys Glu Ala His Lys Leu Lys Glu Asp Phe Arg Leu His Phe

370 375

att tca aga att atg gat tgt gtt ggt

235

ctt ata tet
Leu Ile Ser
250

tat ctt tta
Tyr Leu Leu

aca gaa ttt
Thr Glu Phe

cca aga agg
Pro Arg Arg
300

get tta tee
Ala Leu Ser

315
ttt act gga
Phe Thr Gly
330

gaa ata ctt

tca ttt ttt
Ser Phe Phe

ttt cga ctg

380

tgt ttt aaa

gge
Gly

caa
Gln

caa
Gln
285
ctt

Leu

aaa
Lys

aat
Asn

cat

get
Ala
365

cat

tgt

240

cta cat gca
Leu His Ala
255

gag acc tgg
Glu Thr Trp
270

cag cga ttt
Gln Arg Phe

aag aac ttg
Lys Asn Leu

gtg tta cca
Val Leu Pro
320

att cag
Ilg Gln
335

aaa
Lys

atc- aag
Ile Lys

gaa

350

gat aaa
Asp Lys

geg
Gly

ttt aga aat

Arg Asn

cgt ctg tgg

Ile Ser Arg Ile Met Asp Cys Val Gly Cys Phe Lys Cys Arg Leu Trp

385 390

395

202

400

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200
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gga aag ctt cag act cag ggt ttg ggc act get ctg aag atc tta ttt
Gly Lys Leu Gln Thr Gln Gly Leu Gly Thr Ala Leu Lys Ile Leu Phe
405 410 415

tct gag aaa ttg ata gca aat atg cca gaa agt gga cct agt tat gaa
Ser Glu Lys Leu Ile Ala Asn Met Pro Glu Ser Gly Pro Ser Tyr Glu
420 425 430

ttc cat cta acc aga caa gaa ata gta tca tta ttc aac geca ttt gga
Phe His Leu Thr Arg Gln Glu Ile Val Ser Leu Phe Asn Ala Phe Gly
435 440 445

aga att tct aca agt gtg aaa gaa tta gaa aac ttc agg aac ttg tta
Arg Ile Ser Thr Ser Val Lys Glu Leu Glu.Asn Phe Arg Asn Leu Leu
450 . 455 460

cag aat att cat taa
Gln Asn Ile His
465

<210> 144
<211> 468
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 144
Met Gly Arg Gly Trp Gly Phe Leu Phe Gly Leu Leu Gly Ala Val Trp

1 5 10 15

Leu Leu Ser Ser Gly His Gly Glu Glu Gln Pro Pro Glu Thr Ala Ala
20 25 30

Gln Arg Cys Phe Cys Gln Val Ser Gly Tyr Leu Asp Asp Cys Thr Cys
35 40 . 45

Asp Val Glu Thr Ile Asp Arg Phe Asn Asn Tyr Arg Leu Phe Pro Arg
50 ' 55 60

203

. 1248

1296

1344

1392

1407
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Leu Gln Lys Leu Leu Glu Ser Asp Tyr Phe Arg Tyr Tyr Lys Val Asn
65 70 75 80

Leu Lys Arg Pro Cys'Pro Phe Trp Asn Asp Ile Ser Gln Cys Gly Arg
85 90 ' 95

Arg Asp Cys Ala Val Lys Pro Cys Gln Ser Asp Glu Val Pro Asp Gly
100 105 110

Ile Lys Ser Ala Ser Tyr Lys Tyr Ser Glu Glu Ala Asn Asn Leu Ile
- 115 120 125

Glu Glu Cys Glu Gln Ala Glu Arg Leu Gly Ala Val Asp Glu Ser Leu
130 135 : 140

Ser Glu Glu Thr Gln Lys Ala Val Leu Gln Trp Thr Lys His Asp Asp
145 ‘ 150 165 160

Ser Ser Asp‘Asn Phe Cys Glu Ala Asp Asp Ile Gln Ser Pro Glu Ala
: ' 165 - 170 - - 175

Glu Tyr Val Asp Leu Leu Leu Asn Pro Glu Arg Tyr Thr Gly Tyr Lys
' 180 185 190

Gly Pro Asp Ala Trp Lys Ile Trp Asn Val Ile Tyr Glu Glu Asn Cys
195 200 205

Phe Lys Pro Gln Thr Ile Lys Arg Pro Leu Asn Pro Leu Ala Ser Gly
210 215 220

204
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Gln Gly Thr Ser Glu Glu Asn Thr Phe Tyr Ser Trp Leu Glu Gly Leu
225 230 235 240

Cys Val Glu Lys Arg Ala Phe Tyr Arg Leu Ile Ser Gly Leu His Ala
245 250 255

Ser Jle Asn Va)l His Leu Ser Ala Arg Tyr Leu Leu Gln qu Thr Trp
' 260 265 270

Leu Glu Lys Lys Trp Gl& His Asn Ile Thr Glu Phe Gln Gln Arg Phe
275 280 285

!

Asp Gly Ile Leu Thr Glu Gly Glu Gly Pro Arg Arg Leu Lys Asn Leu
290 295 300

Tyr Phe Leu Tyr Leu Ile Glu Leu Arg Ala Leu Ser Lys Val Leu Pro
305 310 315 320

Phe Phe Glu Arg Pro Asp Phe Gln Leu Phe Thr Gly Asn Lys Ile.Gln
325 330 335

Asp Glu Glu Asn Lys Met Leu Leu Leu Glu Ile Leu His Glu Ile Lys
- 340 345 350

Ser Phe Pro Leu His Phe Asp Glu Asn Ser Phe Phe Ala Gly Asp Lys
355 360 365

Lys Glu Ala His Lys -Leu Lys Glu Asp Phe Arg Leu His Phe Arg Asn
370 375 380

Ile Ser Arg Ile Met Asp Cys Val Gly Cys Phe Lys Cys Arg Leu Trp
385 390 395 400

205
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Gly Lys Leu Gln Thr Gln Gly Leu Gly Thr Ala Leu Lys Ile Leu Phe
405 410 415

Ser Glu Lys Leu Ile Ala Asn Met Pro Glu Ser Gly Pro Ser Tyr Glu
420 425 430

Phe His Leu Thr Arg Gln Glu Ile Val Ser Leu Phe Asn Ala Phe Gly
435 440 445

Arg Ile Ser Thr Ser Val Lys Glu Leu Glu Asn Phe Arg Asn Leu Leﬁ
450 455 460

Gln Asn Ile His
465

<210> 145
<211> 1407
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 145
atgggtagag gttgggettt ctigttcggt ttgttggetg ctgtttggtt gttgtectee

ggtcacggtg aggagcaacc accagagacc gectgctcaaa gatgtttetg tcaagtttcc'

ggttacttegg acgactgtac ctgtgacgtt gagaccatcg acagattcaa caactacaga

ttgtteccaa gatigcaaaa gttgttggag tecgactact tcagatacta caaggttaac

ttgaagagac catgtccatt ctggaacgéc atctcccaat gtggtagaag agactgtget .

gtfaagccat gtcaatecga cgaggttcca gacggtatca agtcegette ctacaagtac

206

60
120
180
240
300

360
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tcegaggage
gacgagtcct
tcctecgaca
ttgttgttga
aacgttatct
ttggetteeg
tgtgttgaga
cacttgteeg
atcaccgagt
ttgaagaact
ttcttcgaga
aagatgttgt
aactccttct
cacttcagaa
ggtaagttge
atcgctaaca
gtticcttgt
agaaacttgt
<210> 146

<211> 1404
<212> ADN

ctaacaactt
tgtecgagga
acttctgtga
acccagagag
acgaggagaa
gtqaaggtac
agagagcttt
ctagatactt
tccaacaaag
tgtacttett
gaccagactt
tgttggagat
tcgetggtga
acatctccag
aaacccaagg
tgccagagtce
tcaacgettt

tgcaaaacat

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1404)
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gatcgaggag
gacccaaaag
ggctgacgac
atacaccggt
ctgtttcaag
ctcegaggag

ctacagattg

gttgcaagag

attcgacggt
gtacttgate
ccaattgttce
cttgcacéag
caagaaggag
aatcatggac
tttgggtace
cégtccatcc
cggtagaate

ccactaa

tgtgagcaag
éctgttttgc
atccaatccce
tacaagggtc
ccacaaacca
aacaccttct
aﬁctccggtt
acctggttgg
atcttgaccg
gagttgagag
accggtaaca
atcaagtcét»
gctcacaagt
tgtgtiggtt
gctttgaaga
tacgagttcc

tccaccteeg

207

ctgagagatt
aatggaccaa
cagaggctga
cagacgcttig
tcaagagaqc
actcctggtt
tgcacgettic
agaagaagtg
aggglgageg
ctttgtecaa
agatccaaga
tcecattgea
tgaaggagga
gtttcaagtg
tcttigttete
acttgaccag

ttaaggagtt

gegtgetgtt

gcacgacgac

gtacgttgac

gaagatctgg

attgaaccca

ggagggtttg

catcaacgtt

gggtecacaac

tccaagaaga

ggttttgeeca

cgaggagaac

cttcgacgag

cttéagattg

tagattgtgg

cgagaagttg

acaagagatc

ggagaactte

420

480

540

600

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1407
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<400> 146
atg agc caa ggg gtc cge cgg geca gge get gegeg cag ggg gta geg gee 48
Met Ser Gln Gly Val Arg Arg Ala Gly Ala Gly Gln Gly Val Ala Ala
1 5 10 15
geg gtg cag ctg ctg gtc acc ctg age ttc ctg cgg age gte gtc gag 96
Ala Val Gln Leu Leu Val Thr Leu Ser Phe Leu Arg Ser Val Val Glu
20 25 30 -
gcg cag gtec act gga gtt ctg gat gat tge ttg tgt gat att gac age 144
Ala Gln Val Thr Gly Val Leu Asp Asp Cys Leu Cys Asp Ile Asp Ser
35 40 45
atc gat aac ttc aat acc tac aaa atc ttc ccc aaa ata aaa aaa ttg 192
Ile Asp Asn Phe Asn Thr Tyr Lys Ile Phe Pro Lys Ile Lys Lys Leu
50 55 60
caa gag aga gac tat ttt cgt tat tac aag gtt aat ctg aag cga cct 240
Gln Glu Arg Asp Tyr Phe Arg Tyr Tyr Lys Val Asn Leu Lys Arg Pro
65 70 75 80
tgt cct ttc tgg gea gaa gat ggc cac tgt tqa ata aaa gac tgt cat 288
Cys Pro Phe Trp Ala Glu Asp Gly His Cys Ser Ile Lys Asp Cys His
85 90 ' 95
gtg gag ccc tgt cca gag agt aaa att ccg gtt gga ata aaa gct ggg 336
Val Glu Pro Cys Pro Glu Ser Lys Ile Pro Val Gly Ile Lys Ala Gly
100 105 ' 110
cat tct aat aag tac ttg aaa atg gca aac aat acc aaa gaa tta gaa 384
His Ser Asn Lys Tyr Leu Lys Met Ala Asn Asn Thr Lys Glu Leu Glu
115 120 125
gtt tgt gag caa gct aat aaa ctg gga gca att aac age aca tta agt 432

Val Cys Glu Gln Ala Asn Lys Leu Gly Ala Ile Asn Ser Thr Leu Ser
130 135 140

208



aat caa agec aaa gaa get tic
Asn Gln Ser Lys Glu Ala Phe
145 150

cgg gat cac ttt tgt gaa ctt
Arg Asp His Phe Cys Glu Leu
165

tat gta gac cta ttg ctg aac
"Tyr Val Asp Leu Leu Leu Asn
180

acc tct gea tgg aga gtg tgg

Thr Ser Ala Trp Arg Val Trp Asn Ser

195
aag cct cga tet gtt tat cgt
Lys Pro Arg Ser Val Tyr Arg
210 215

ggc gaa gat gat gga gaa tca

ES 2 537806 T3

att gac
Ile Asp

gat gat
Asp Asp

cca gag
Pro Glu
185
aac agc
200
cct tta

Pro Leu

ttc tac

tgg gca aga tat gat gat tca
Trp Ala Arg Tyr Asp Asp Ser
155 160

gag aga tct cca get get cag
Glu Arg Ser Pro Ala Ala Gln
170 . 175 -

cgt tac act gge tat aaa ggg

Arg Tyr Thr Gly Tyr Lys Gly
190

atc- tat gaa gag aac tgt ttc
Ile Tyr Glu Glu Asn Cys Phe
205

aat cct ctg gecg cet age cga

Asn Pro Leu Ala Pro Ser Arg

220

aca tgg cta gaa ggt ttg tgt

Gly Glu Asp Asp Gly Glu Ser Phe Tyr Thr Trp Leu Glu Gly Leu Cys

225 230

ctg gag aaa aga gtc ttc tat
Leu Glu Lys Arg Val Phe Tyr
S 245

~ate éat tta cat cta tge gea
~ Ile Asn Leu His Leu Cys Ala
260

aag ccc agt tgg gga cct aat
Lys Pro Ser Trp Gly Pro Asn
275

cct gtg gaa acc aag gga gaa

aag ctt
Lys Leu

aat tat
Asn Tyr
265

atf aaa
Ile Lys
280

get ceca

Pro Val Glu Thr Lys Gly Glu Gly Pro

290 295

ttt tta tac ttg att gag ctt

cga gct

235 240

ata tcg gga ctt cat gct age
Ile Ser Gly Leu His Ala Ser
250 265

ctt ttg gaa gaa acc tgg ggt

Leu Leu Glu Glu Thr Trp Gly
270

gaa ttc aaa cac cge ttt gac
Glu Phe Lys His Arg Phe Asp
285
aga agg ctc aag aat ctt tac
Arg Arg Leu Lys Asn Leu Tyr
300

ttg tca aag gtg gct cca tat

209

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960
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Phe Leu Tyr Leu Ile Glﬁ Leu Arg Ala Leu Ser Lys Val Ala Pro Tyr

305 310
ttt gag cgc tca att gtc gat
325

get gac aca aaa act ctt cta
-Ala Asp Thr Lys Thr Leu Leu
340

ttt cce atg cac ttt gat gag -
355
~ggg gcc aag tca cta aag gag
370 375

tcc cgt ata atg gac tgt gtt
Ser Arg Ile Met Asp Cys Val
385 390

aaa tta cag act cag ggt tta
405

gaa aaa gaa atp caa aag ctt
Glu Lys Glu Ile Gln Lys Leu
420

caa ctc acé cga cag gaa ata
Gln Leu Thr Arg Gln Glu Ile
435

ctt tct aca agt ata aga gac
450 455

cac agt agg taa
His Ser Arg
465

<210> 147

315

ctt tac act gga aat
Phe Glu Axg Ser Ile Val Asp Leu Tyr Thr Gly Asn Ala Glu Glu Asp

330

ctg aat atc ttt caa
Leu Asnlile Phe Gln Asp Thr Lys Ser

345

aaa tce atg ttt gea
Phe Pro Met His Phe Asp Glu Lys Ser Met Phe Ala

360

gaa ttc cga tta cat
Gly Ala Lys Ser Leu Lys Glu Glu Phe Arg Leu His Phe Lys Asn Ile

380

gga tgt gac aaa tge
Gly Cys Asp Lys Cys

3%

gga act gcc ctg aag
Lys Leu Gln Thr Gln Gly Leu Gly Thr Ala Leu Lys

410

cca gag aat agt cca
Pro Glu Asn Ser Pro

425

gtt gct ctt tta aat
Val Ala Leu Leu Asn

40

tta cag aat ttt aaa
Leu Ser Thr Ser Ile Arg Asp Leu Gln Asn Phe Lys Val Leu Leu Gln

210

460

320
gca gaa gaa gat
335
gat aca aag tcc
350

ggt gac aaa aaa
Gly Asp Lys Lys
365

ttc'éag aat atc

aga tta tgg gega
Arg Leu Trp Gly
400

ata tta.ttc tcp
Ile Leu Phg Ser
415

tct -aaa ggc tic
Ser Lys Gly Phe
430

gct ttt.gga agg
Ala Phe Gly Arg
445

gte tta tta caa

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1404
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<211> 467
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 147
Met Ser Gln Gly Val Arg Arg Ala Gly Ala Gly Gln Gly Val Ala Ala

1 ' 5 10 - 15

Ala Val Gln Leu Leu Val Thr Leu Ser Phe Leu Arg Ser Val Val Glu
20 25 30

Ala Gln Val Thr Gly Val Leu Asp Asp Cys Leu Cys Asp Ile Asp Ser
35 40 : 45

Ile Asp Asn Phe Asn Thr Tyr Lys Ile Phe Pro Lys Ile Lys Lys Leu
50. 55 60

Gln Glu Arg Asp Tyr Phe Arg Tyr Tyr Lys Val Asn Leu Lys Arg Pro
65 70 75 v 80

Cys Pro Phe Trp Ala Glu Asp Gly His Cys Ser Ile Lys Asp Cys His
- 85 ‘ % 95

Val Glu Pro Cys Pro Glu Ser Lys Ile Pro Val Gly Ile Lys Ala Gly
100 105 110

His Ser Asn Lys Tyr Leu Lys Met Ala Asn Asn Thr Lys Glu Leu Glu
115 120 125

Val Cys Glu Gln Ala Asn Lys Leu Gly Ala Ile Asn Ser Thr Leu Ser

211
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130 135 140

Asn Gln Ser Lys Glu Ala Phe Ile Asp Trp Ala Arg Tyr Asp Asp Ser
145 150 155 160

Arg Asp His Phe Cys Glu Leu Asp Asp ‘Glu Arg Ser Pro Ala Ala Gln
. 165 170 175

Tyr Val Asp Leu Leu Leu Asn Pro Glu Arg Tyr Thll Gly Tyr Lys Gly
180 186 190

Thr Ser Ala Trp Arg Val Trp Asn Ser Ile Tyr Glu Glu Asn Cys Phe
: 195 ' 200 : ' 205

Lys Pro Arg Ser Val Tyr Arg Pro Leu Asn Pro Leu Ala Pro Ser Arg
210 215 220

Gly Glu Asp Asp Gly Glu Ser Phe Tyr Thr Trp Leu Glu Gly Leﬁ Cys
225 ' 230 235 240

Leu Glu Lys Arg Val Phe Tyr Lys Leu Ile Ser Gly Leu His Ala Ser
245 250 255

Ile Asn Leu His Leu Cys Ala Asn Tyr Leu Leu Glu Glu Thr Trp Gly
260 265 270

Lys Pro Ser Trp Gly Pro Asn Ile Lys Glu Phe Lys His Arg Phe Asp
275 280 285

Pro Val Glu Thr Lys Gly Glu Gly Pro Arg Arg Leu Lys Asn Leu Tyr
290 295 300

212
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Phe Leu Tyr Leu Ile Glu Leu Arg Ala Leu Ser Lys Val Ala Pro Tyr
305 ' 310 315 320

Phe Glu Arg Ser Ile Val Asp Leu Tyr Thr Gly Asn Ala Glu Glu Asp
325 330 335

Ala Asp Thr Lys Thr Leu Leu Leu Asn Ile Phe Gln Asp Thr Lys Ser
340 345 350

Phe Pro Met His Phe Asp Glu Lys Ser Met Phe Ala Gly Asp Lys Lys
355 360 365

Gly Ala Lys Ser Leu Lys Glu Glu Phe Arg Leu His Phe Lys Asn Ile
370 . 375 380

Ser Arg Ile Met Asp Cys Val Gly Cys Asp Lys Cys Arg Leu Trp Gly
385 390 395 400

Lys Leu Gln Thr Gln Gly Leu Gly Thr Ala Leu Lys Ile Leu Phe Ser
405 410 415

Glu Lys Glu Ile Gln Lys Leu Pro Glu Asn Ser Pro Ser Lys Gly Phe
: 420 425 430

Gin Leu Thr Arg Gin Glu Ile Val Ala Leu Leu Asn Ala Phe Gly Arg
435 - 440 445

Leu Ser Thr Ser Ile Arg Asp Leu Gln Asn Phe Lys Val Leu Leu Gln
450 455 460

His Ser Arg
465

213
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<210> 148
<211> 1404
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> ADN sintético

<400> 148

ES 2 537806 T3

atgtceccaag gtgttagaag agetggtget

ttggttacct tgtecttett gagatecgtt

gactgtttgt
atcaagaagt
tgtccattet
ccagagtcca
gctaacaaca
tecaccttgt
agagaccact
tfgttgaacc
tcecatctacg
gctecateca
ttggagaaga
ttgtgtgeta

aaggagttca

gtgacatcega
tgcaagagag
ggectgagega
agatcccagt
écaaggagtt
ccaaccaatc

tetgtgagtt

cagagagata

aggagaactg
ga’gg‘tgagga
gagttttcta
actacttgtt

agcacagatt

ctccategac

agactactte

cgegtcactgt

tggtatcaag

ggaggttigt

caaggaggct

ggacgacgag

caccggttac

tttcaagcca

cgacggtgag

caagttgatc

ggaggagacc

cgacccagtt

ggtcaaggtyg

gttgaggetc

aacttcaaca

agatactaca

tccatcaagg

getggteact

gagcaagcta

ttcatcgact

agatccccag

aagggtacct

agatccgttt

tccttctaca

tceggtttge

tggggtaage

gagaccaagg

214

tﬁgctgctgc
aagttaccgg
cctacaagat
aggttaactt
actgtcacgt

ccaacaagta

-acaagttggg

gggetagata

ctgctcaata

ccgettgegag

acagaccatt

cctggttgga

acgctteeat

catcctggge

gtgagggtce

tgttcaattg
tgttttggac
cttcccaaag
gaagagacca
tgagccatgt
cttgaagatg
tgctatcaac
cgacgactce
cgttgacttg
agtttggaac
gaacccattg
gggtttgtgt
cgacttgcac
tccaaacatc

aagaagattg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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aagaacttgt acttcttgta cttgatcgag ttgagagctt tgtccaaggt tgetccatac
ttcgagagat ccatcgttga cttgtacacc ggtaacgetg aggaggacge tgacaccaag
accttgttgt tgaacatctt ccaagacacc aagtccttcc caatgecactt cgacgagaag
tccatgttcg ctggtgacaa gaagggtget aagtccttiga aggaggagtt cagattgcac
ttcaagaaca tctccagaat catggactgt gttggttgtg acaagtgtag attgtggegt
aagttgcaaa cccaaggtit gggtaccget ttgaagatct tgtictecga gaaggagatce
caaaagttge cagagaacte cccathaag gegtttecaat tgaccagaca agagatcgtt

getttgtiga acgetttcgg tagattgtce acctccatca gagacttgea aaacttcaag

gttttgttge aacactccag ataa

<210> 149

<211> 1965

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1965)

<400> 149

atg aag ctc tcc ctg gtg gec geg atg ctg ctg ctg cte age geg geg
Met Lys Leu Ser Leu Val Ala Ala Met Leu Leu Leu Leu Ser Ala Ala
1 5 - 10 15

Cgg gcC gag gag gag gac aag aag gag gac gtg gge acg gtg gtc gge
Arg Ala Glu Glu Glu Asp Lys Lys Glu Asp Val Gly Thr Val Val Gly
20 25 30
atc gac ctg ggg acc acc tac tcc tge gtc gge gtg tic aag aac gge
Ile Asp Leu Gly Thr Thr Tyr Ser Cys Val Gly Val Phe Lys Asn Gly
35 40 45

215

960
1020
1080
1140
1200
1260'
1320
1380

1404

48

96

144
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cge gtg gag atc atc gee aac gat cag gge aac cge atc acg ceg tece -

Arg Val Glu Ile Ile Ala Asn Asp Gln Gly Asn Arg Ile Thr Pro Ser
50 55 60

tat gtc gee tte act cct gaa ggg gaa cgt ctg att gge gat gee gee
Tyr Val Ala Phe Thr Pro Glu Gly Glu Arg Leu Ile Gly Asp Ala Ala
65 70 75 80

aag aac cag ctc ace tpc aac ccc gag aac acg gte ttt gac gec aag
Lys Asn Gln Leu Thr Ser Asn Pro Glu Asn Thr Val Phe Asp Ala Lys
85 g0 95

cgg ctc atc gge cge acg tgg aat gac ccg tct gig cag cag gac atc
Arg Leu Ile Gly Arg Thr Trp Asn Asp Pro Ser Val Gln Gln Asp Ile
100 105 , 110

aag ttc ttg ccg ttc aag gtg gtt gaa aag aaa act aaa cca tac att -

Lys Phe Leu Pro Phe Lys Val Val Glu Lys Lys Thr Lys Pro Tyr Ile
115 120 125

caa gtt gat att gga ggt gegg caa aca aag aca ttt get cct gaa gaa
Gln Val Asp Ile Gly Gly Gly Gln Thr Lys Thr Phe Ala Pro Glu Glu
130 135 140

étt tet gee atg gtt ctec act aaa atg aaa gaa acc get gag get tat
Ile Ser Ala Met Val Leu Thr Lys Met Lys Glu Thr Ala Glu Ala Tyr
145 150 155 160

ttg gga aag aag gtt acc cat gca gtt gtt act gta cca gec tat ttt
Leu Gly Lys Lys Val Thr His Ala Val Val Thr Val Pro Ala Tyr Phe
165 170 175

aat gat gecc caa cge caa geca acc aaa gac get gga act att get gge
Asn Asp Ala Gln Arg Gln Ala Thr Lys Asp Ala Gly Thr Ile Ala Gly
180 185 190

cta aat gtt atg agg atc atc aac gag cct acg gca get get att get

Leu Asn Val Met Arg Ile Ile Asn Glu Pro Thr Ala Ala Ala Ile Ala
195 200 ‘ 205

tat ggc ctg gat aag agg gag ggg gag aag aac atc ctg gtg ttt gac

Tyr Gly Leu Asp Lys Arg Glu Gly Glu Lys Asn Ile Leu Val Phe Asp

216

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672
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210 215 220

ctg get ggc gea acc ttc gat gtg tct ctt ctc ace att gac aat ggt
Leu Gly Gly Gly Thr Phe Asp Val Ser Leu Leu Thr Ile Asp Asn Gly
225 230 235 240

gitc ttc gaa gtt gtg gcc act aat gga gat act cat ctg ggt gga gaa
Val Phe Glu Val Val Ala Thr Asn Gly Asp Thr His Leu Gly Gly Glu
245 250 255

gac ttt gac cag cgt gtc atg gaa cac ttc atc aaa ctg tac aaa aag
Asp Phe Asp Gln Arg Val Met Glu His Phe Ile Lys Leu Tyr Lys Lys
260 265 270

aag acg ggc aaa gat gtc agg aaa gac aat aga gct gtg cag aaa ctc
Lys Thr Gly Lys Asp Val Arg Lys Asp Asn Arg Ala Val Gln Lys Leu
275 : 280 285

cgg cge gag gta gaa aag gec aaa cgg gee ctg tet tet cag cat caa
Arg Arg Glu Val Glu Lys Ala Lys Arg Ala Leu Ser Ser Gln His Gln
290 295 . 300

gca aga att gaa att gag tce ttc tat gaa gga gaa gac ttt tct gag
Ala Arg Ile Glu Ile Glu Ser Phe Tyr Glu Gly Glu Asp Phe Ser Glu
305 310 315 320

acc ctg act cgg gcc aaa ttt gaa gag cfc aac atg gat ctg ttc cgg
Thr Leu Thr Arg Ala Lys Phe Glu Glu Leu Asn Met Asp Leu Phe Arg
325 330 : 335

tct act atg aag ccc gte cag aaa gtg ttg gaa gat tet gat ttg aag'

Ser Thr Met Lys Pro Val Gln Lys Val Leu Glu Asp Ser Asp Leu Lys
340 . 345 350

aag tct gat att gat gaa att gtt ctt gtt ggt ggc tcg act cga att
Lys Ser Asp Ile Asp Glu Ile Val Leu Val Gly Gly Ser Thr Arg Ile
355 360 365

cca aag att cag caa ctg gtt aaa gag ttc ttc aat ggc aag gaa cca
Pro Lys Ile Gln Gln Leu Val Lys Glu Phe Phe Asn Gly Lys Glu Pro
370 375 380

217

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152
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tce cgt gge ata aac cca gat gaa get gta geg tat ggt get get gte
Ser Arg Gly Ile Asn Pro Asp Glu Ala Val Ala Tyr Gly Ala Ala Val

385 390

cag get ggt gtg cte tet

Gln Ala Gly Val Leu Ser
40b

ctt gat gta tgt ccc ctt
Leu Asp Val Cys Pro Leu
420

atg acc aaa ctg att cca
Met Thr Lys Leu Ile Pro
435 -

cag atc ttt tect aca get
Gln Ile Phe Ser Thr Ala
450

gte tat gaa ggt gaa aga
Val Tyr Glu Gly Glu Arg
465 470

aca ttt gat ctg act gga
Thr Phe Asp Leu Thr Gly
485

att gaa gtc acc ttt gag
Ile Glu Val Thr Phe Glu
500

get gaa gac aag ggt aca

gat
Gly

aca
Thr

agg
Arg

tct
SQr
455

cce
Pro

att
Ile

ata
Ile

gge

395 400

gat caa gat aca ggt gac ctg gta ctg

Asp Gln Asp Thr Gly Asp Leu Val Leu
410 415

ctt ggt att gaa act gtg gga ggt gtc
Leu Gly Ile Glu Thr Val Gly Gly Val
425 430

aac aca gtg gtg cct acc aag aag tct
Asn Thr Val Val Pro Thr Lys Lys Ser
440 445

gat aat caa cca act gtt aca atc aag
Asp Asn Gln Pro Thr Val Thr Ile Lys
460

ctg éca aaa gac aat cat ctt ctg ggt
Leu Thr Lys Asp Asn His Leu Leu Gly
475 480

cet cct get cet egt ggg gte ceca cag
Pro Pro Ala Pro Arg Gly Val Pro Gln
490 495

gat gtg aat ggt att ctt cga gtg aca

Asp Val Asn Gly Ile Leu Arg Val Thr
505 510

aac aaa aat aag atc aca atc acc aat

Ala Glu Asp Lys Gly Thr Gly Asn Lys Asn Lys Ile Thr Ile Thr Asn

915

gac cag aat cgc ctg aca

Asp Gln Asn Arg Leu Thr Pro Glu Glu

530

get gag aag ttt gct gag gaa gac aaa
Ala Glu Lys Phe Ala Glu Glu Asp Lys

cct

535

520 525

gaa gaa atc gaa agg atg gtt aat gat

Ile Glu Arg Met Val Asn Asp
540

aag ctc aag gag cgec att gat

Lys Leu Lys Glu Arg Ile Asp

218

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680



545 550

act aga aat gag ttg gaa agc

Thr Arg Asn Glu Leu Glu Ser.

565

gga gat aaa gaa aag ctg gga
Gly_Asp Lys Glu Lys Leu Gly
580

acc atg gaa aaa gct gta gaa
Thr Met Glu Lys Ala Val Glu
595

caa gat gct gac att gaa gac
Gln Asp Ala Asp Ile Glu Asp
610 615

gaa att gtt caa cca att atc
Glu Ile Val Gln Pro Ile Ile
625 630

ccc cca act ggt gaa gag gat
Pro Pro Thr Gly Glu Glu Asp
' 645

<210> 150
<211> 654
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 150
Met Lys Leu Ser Leu Val Ala

1 5

Arg Ala Glu Glu Glu Asp Lys
20

ES 2 537806 T3

tat gcc
Tyr Ala

ggt aaa
Gly Lys
585

gaa aag
Glu Lys
600

ttc aaa

Phe Lys

agc aaa
Ser Lys

aca gca

Thr Ala

Ala Met

Lys Glu
25

555 560
tat tct cta aag aat cag att
Tyr Ser Leu Lys Asn Gln Ile
570 575

ctt tec tct gaa gat aag gag
Leu Ser Ser Glu Asp Lys Glu
590

att gaa tgg ctg gaa agec cac
Ile Glu Trp Leu Glu Ser His
605

get aag aag aag gaa ctg gaa
Ala Lys Lys Lys Glu Leu Glu
620

ctec tat gga agt gca ggec cct

Leu Tyr Gly Ser Ala Gly Pro-

635 640

gaa aaa gat gag ttg tag

Glu Lys Asp Glu Leu
650

Leu Leu Leu Leu Ser Ala Ala
10 15

Asp Val Gly Thr Val Val Gly
30

219

1728

1776

1824

1872

1920

1965
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Ile Asp Leu Gly Thr Thr Tyr Ser Cys Val Gly Val Phe Lys Asn Gly
35 . 40 45

Arg Val Glu Ile Ile Ala Asn Asp Gln Gly Asn Arg Ile Thr Pro Ser
50 55 60

Tyr Val Ala Phe Thr Pro Glu Gly Glu Arg Leu Ile Gly Asp Ala Ala
65 70 75 . 80

Lys Asn Gln Leu Thr Ser Asn Pro Glu Asn Thr Val Phe Asp Ala Lys
85 Q0 95

Arg Leu Ile Gly Arg Thr Trp Asn Asp Pro Ser Val Gln Gln Asp 1le
100 105 110

Lys Phe Leu Pro Phe Lys Val Val Glu Lys Lys Thr Lys Pro Tyr Ile
116 120 , 125

Gln Val Asp Ile Cly Gly Gly Gin Thr Lys Thr Phe Ala Pro Glu Glu
130 135 140

Ile Ser Ala Met Val Leu Thr Lys Met Lys Glu Thr Ala Glu Ala Tyr
145 1560 155 160

Leu Gly Lys Lys Val Thr His Ala Val Val Thr Val Pro Ala Tyr Phe
165 170 175

Asn Asp Ala Gln Arg Gln Ala Thr Lys Asp Ala Gly Thr Ile Ala Gly
' 180 185 : 190

Leu Asn Val Met Arg Ile Ile Asn Glu Pro Thr Ala Ala Ala Ile Ala
195 200 205

220
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Tyr Gly Leu Asp Lys Arg Glu Gly Glu Lys Asn Ile Leu Val Phe Asp
210 215 220

Leu Gly Gly Gly Thr Phe Asp Val Ser Leu Leu Thr Ile Asp Asn Gly
225 ' 230 235 240

Val Phe Glu Val Val Ala Thr Asn Gly Asp Thr His Leu Gly Gly Glu
245 250 255

Asp Phe Asp Gln Arg Val Met Glu His Phe Ile Lys Leu Tyr Lys Lys
260 ‘ 265 270

Lys Thr Gly Lys Asp Val Arg Lys Asp Asn Arg Ala Val Gln Lys Leu
275 : 280 285

3

Arg Arg Glu Val Glu Lys Ala Lys Afg Ala Leu Ser Ser Gln His Gln
290 - 295 ‘ 300»

Ala Arg Ile Glu Ile Glu Ser Phe Tyr Glu Gly Glu Asp Phe Ser Glu
305 310 315 320

Thr Leu Thr Arg Ala Lys Phe Glu Glu Leu Asn Met Asp Leu Phe Arg
325 ' 330 , 335

Ser Thr.Met Lys Pro Val Gln Lys Val Leu Glu Asp Ser Asp Leu Lys
340 345 350

Lys Ser Aép Ile Asp Glu Ile Val Leu Val Gly Gly Ser Thr Arg Ile
355 360 - 365

221
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Pro Lys Ile Gln Gln Leu Val Lys Glu Phe Phe Asn Gly Lys Glu Pro
370 375 380

Ser Arg Gly Ile Asn Pro Asp Glu Ala Val Ala Tyr Gly Ala Ala Val
385 390 395 400

Gln Ala Gly Val Leu Ser Gly Agp Gln Asp Thr Gly Asp Leu Val Leu
405 410 415

Leu Asp Val Cys Pro Leu Thr Leu Gly Ile Glu Thr Val Gly Gly Val
420 425 430

Met Thr Lys Leu Ile Pro Arg Asn Thr Val Val Pro Thr Lys Lys Ser
435 440 445

Gln Ile Phe Ser Thr Ala Ser Asp Asn Gln Pro Thr Val Thr Ile Lys
450 _ 455 460

Val Tyr Glu Gly Glu Afg Pro Leu_Thr Lys Asp Asn His Leu Leu Gly
465 . 470 475 ‘ 480

Thr Phe Asp Leu Thr Gly Ile Pro Pro Ala Pro Arg Gly Val Pro Gln
485 490 495

Ile Glu Val Thr Phe Glu Ile Asp Val Asn Gly Ile Leu Arg Val Thr
500 505 ‘ 510

Ala Glu Asp Lys Gly Thr Gly Asn Lys Asn Lys Ile Thr Ile Thr Asn
515 520 525

Asp Gln Asn Arg Leu Thr Pro Glu Glu Ile Glu Arg Met Val Asn Asp
530 535 540

222
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Ala Glu Lys Phe Ala Glu Glu Asp Lys Lys Leu Lys Glu Arg Ile Asp
545 550 555 560

Thr Arg Asn Glu Leu Glu Ser Tyr Ala Tyr Ser Leu Lys Asn Gln Ile
565 570 . 875

Gly Asp Lys Glu Lys Leu Gly Gly Lys Leu Ser Ser Glu Asp Lys Glu
' 580 585 590

Thr Met Glu Lys Ala Val Glu Glu Lys Ile Glu Trp Leu Glu Ser His
- 595 , 600 605

Gln Asp Ala Asp Ile Glu Asp Phe Lys Ala Lys Lys Lys Glu Leu Glu
610 615 620

Glu Ile Val Gln Pro Ile Ile Ser Lys Leu Tyr Gly Ser Ala Gly Pro
625 630 635 640

Pro Pro Thr Gly Glu Glu Asp Thr Ala Glu Lys Asp Glu Leu
‘ 645 650

<210> 151
<211> 1965
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 151

atgaagtigt ccttggttge tgctatgtig ttgttgtigt ccgetgetag agctgaggag

gaggacaaga aggaggacgt tggtaccgtt gttggtateg acttgggtac cacctactce

223

60

120



tetgttgete
atcaccccat
aagaaccaat
agaacctgga
gagaagaaga
gctecagagg
ttgeggtaaga
agacaagcta
gagccaaccg
ttggtttteg
gttttcgagg
agagttatgg
gacaacagag
tcecaacace
accttgacca
ccagttcaaa
ttgettegts
ggtaaggage
caagetggtg
ccattgacct

accgttgttc

ttitcaagaa
cctacgttge
tgacctccaa
acgacccate
ccaagccata
agatctcege
aggttaccca
ccaaggacgce
ctgetgetat
acttegstes
ttgttgctac
agcacttcat
ctgttcaaaa
aagctagaat
gagctaagtt
aggtttigga
gttccaccag
catccagagg
ttttgtecegg
tggetatcga

caaccaagaa

ES 2 537806 T3

cggtagagtt

tttecacceeca

cccagagaac

cgttcaacaa

catccaagtt

tatggttttg

cgetgttgtt

tggtaccatc
cgcttacggt
tggtaccette
caacggtgac
caagttgtac
gttgagaagé
cgagatcgag
cgaggagttg
ggactccgac
aatcccaaag
tatcaaccca
tgaccaaéac
gaccgtiggt

gtcccaaate

gagatcatcg
gaggglgaga
accgttttcg
gacatcaagt
gacatcggtg
accaagatga
accgttccag
geiggtttga
ttggacaaga
gacgtttect
écccacttgg
aégaagaaga
gaggttgaga
tecttetacg
aacatggact
ttgaagaagt
atccaacaat
gacgaggctg
accggtgact
getgttatga

ttetccaceg

224

ctaacgacca
gattgatcge
acgctaagag
tettgeecatt
gtggtcaaac
aggagaccge
cttacttcaa
acgttatgag
gagagggiga
tgtfgaccat
gtggtgagga
dcggtaagga
aggctaagag
agggtgagga
tgttcagate
ccgacétqga
tggttaagga
ttgcttacgg
tggttittgtt
ccaagttgat

cttcegacaa

aggtaacaga
tgacgctgct
attgatcggt
caaggttgtt
caagaccttce
tgaggcttac
cgacgctcaa

aatcatcaac

gaagaacatc

cgacaacggt

cttcgaccaa

cgttagaaag

agettigtee

cttetecgag

caccatgaag
cgagatcgtt
gttettcaac
tgetgetgtt
ggacgtttgt
cccaagaaac

CCaaccaacc

180
240
300
360
420

480
540
600
660
720

780
840
900

960

- 1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



gttaccatca aggtttacga
acéttcgact tgaccggtat
ttegagateg acgttaacgg
aagaacaaga tcacgatcac
atggttaacg acgctgagaa
accagaaacg agttggagtc
aaéttgggtg gtaagttgte
aagatcgagt ggttggégtc
aaggagtigg aggagatcgf

ccaccaaccg gtgaggagga

<210> 152
<211> 1965
<212> ADN
<213> Cricetulus griseus

<400> 152

atgaagttcc ctatggtgge
gaggacaaga aggaggapgt
tgcgttggtg tgttcaagaa
atcacgecgt cgtatgtgge
aagaaccagc tcacctccaa

cgcacttgga atgacccttc

gaaaagaaaa ctaaaccata
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gegtgagaga
cccaccaget
tatcttgaga
caacgaccaa
gttcgetgag

ctacgcttac

ctcegaggac

ccaccaagac
tcaaccaatc

caccgctgag

ggcggcgetg
gegcacggtg
cggeegegtg
cttcactect
tccegagaac
agtgcagcag

cattcaagtt

ccattgacca
ccaagaggtg
gttaccgetg
aacagattga
gaggacaaga
tccttgaaga
aaggagacca
gctgacateg
atctccaagt

aaggacgagt

ctgctgetet
gteggecateg
gagatcatag
gaaggcgagce
acggtc?tqg
gacatcaagt

gatattggag

225

aggacaacca
ttccacaaat
aggacaaggs
ccccagagga
agttéaagga
accaaatcgg
tggagaagge
aggacttcaa
tgtacggttc

tgtaa

gegegetges
acctggggac
ccaacgatga
gtctgattgg
acgccaageg
tcttgcéttt

gtgggecaaac

cttgttgget
cgaggttace
taccggtaaé
gatcgagaga
gagaatcgac
tgacaaggag
tgttgaggag
ggctaagaag

cgctggteca

ggccgaggag

cacctattce -

gggceaaccee

cgatgeggcece

cctcatcgga

caaggtggtt

caaaacattt

1440

1500

1560

1620

1680

1740
1800
1860
1920

1965

60.
120
180
240
300
360

420



gceccagaag
ttgggaaaga
cgcecaageaa
gagcccacag
ctegtttttg
'gtctttgaag
cgggttatge
gacaacagag
tétcagcatc
accctéactc
ccagtccaga
ctigteggte
ggcaaggage
caggetggte
cctettacac
actgtggtac
gtaacaatca
acatttgatc
tttgagatag
aaaaacaaaa

atggttaatg

aaatttctige
aggttaccca
ccaaagatge
cagctgetat
acctgggegg
tggtggccaﬁ
aacacttcat
ctgtgcagaa
aagcaagaat
gggccaaatt
aagtgttgga
ggtetacteg
éatcccgtgg

tectetetgg

ttggtattga

ccaccaagaa
aggfctatga
tgactggaat
atgttaatgg
tcacaattac

atgcagagaa
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catggttcte
tgcagttgtt
tggeaccatt
tgegtatgge
tggaaccttce
gaatggagac
caagctgtac
acttcgtegt
tgagatagag
tgaagagttg
agactctgat
gattcccaag
cataaaccca
tgatcaagat
aacagtggga
gtctecagate
aggtgaacgaA
teetectget
tattcttcga
caatgaccaa

gtttgctgag

actaaaatga
actgtgeegg
getggactga
ctggataaga
gatgtgtctc
actcatcteg
aaaaagaaaa
gaggtggaaa
tecttctttg
aacatggacc
ctgaagaaat
attcagcage
gatgaggctg
acaggtgatce
ggtgtcatga
ttttccacag
ccectaacaa
cctegtggge
étgacagctg
aatcgecetga

gaagacaaaa

226

aagaaactge
cttacttcaa
atgtcatgeg
gagagggcga
ttctgaccat
gtggggaaga
ctgggaaaga
aggctaageg
aaggaéaaga
tgttccgate
cagacattga
tggtgaaaga
tagcatacgg
tggtactgect
ccaaactgat
cttctgataa
aagacaacca
ta;cccagat
aagacaaagg
cacctgaaga

agctcaaaga

tgaagcatat
tgatgeccag
gatcatcaat
gaagaacatce
tgacaatggt
ctttgatcag
cgttagaaaa
agecctgtet
cttetetgag
taccétg;ag
tgaaattgtt
gttcttcaat
tgetgetgte

tgatgtatgt

tccaaggaac

tcagccaact

tct£ctgggt
tgaagtcacc
tacagggaac
aattgaaagg

gegeattgat

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1080

1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680



accaggaacg agttggaaag

aagctggacg

aagattgaat ggctggaaag

aaggaactag

cceccaactg

<210> 153
<211>1530
<212> ADN

gtaaactttic

aggaaattgt

gtgaagagga

<213> Cricetulus griseus

<400> 153
atgctgagee

geeeeggagg
gcggcacaca
ctggeceetg
ctcéccaagg
taccctacaa'
gecagggaag
accctgtctg
ggtttettea
gtegatgaca
gacaaggatg
gaggtcacca

gagttcactg

gttctetget
aggaggacaa
actacctgct
agtatgccaa
tggacgecac
tcaagttctt
cpgacgacat
acaccgcagc
aggétgtaga
taccttttgg
geggtggteet
aggagaagct

aacagacagc
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ctatgettac
gtctgaagat
ccaccaggat
tcagcctatt

facatcagaa

gtgeetggee

cgtcctggtg‘

ggtggagtic
agccgetgea
cgaagagtct
caagaatgga
tgtgaactgg
ggccgagace
gtcagactct
gatcacgtce

ctttaagaag

getagacttc

cccgaagatt

tctetcaaga
aaagaaacca
gcagacattg
attagcaaac

aaagatgagt

ctggeetgeg
ctgaagaaga
tatgececegt
aagctgaagg
gacctggetc
gacacagcgf
ctgaagaage
ttgatagact
gccaageagt
aacagtggtg
tttgatgaag
attaagcaca

tttggageteg

227

accagattgg
tggagaaage
aagactttaa
tctatggaag

tgtag

tggccagggt
gcaacttecge
gegtgtggeca
cagaaégctc
agcagtatgg
ccectaagga
gaacaggtcce
caagcgaggt
tettgetegee
tgttctecaa
gccgaaacaa
accaactgee

aaatcaagac

agataaagaa

tgtagaggaa

agctaaaaag

tgcaggeect

gggegeegac

agaggegelg
ctgcaaagct
cgagéttcga
cgtecegegge
gtacacagct
tgetgecaca
ggetgteate
gectgagget
gtaccagetg
ctttgaaggt
tttggteate

acacattctg

1740

1800

1860

1920

1965

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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20

25

ctattectge
gccgaagget
cagegtatee
accctagagg
atcacagaat
gaactgectg
gaagttgett
cactgcaagc
aatatcatca
agtttéccca
getgagegega
ggagacgatg
gaccagaaag
<210> 154

<211>19

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 154

ccaagagtgt
tcaagggcaa
tggagttctt
aagaaatgac
tttgecaceg
aagactggga
ttgatgagaa

agctagccce

ttgctaagat

ccctgaagtt
cgetagacgg
atgatgtgga

ctgtaaagga

atgcatttac aactcgtce

<210> 155
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 155

ES 2 537806 T3

atctgactac
gatcctgttit
tgegcctgaag
caagtécaaa
cttectggag
taaacagcca
aaagaacgté
catttgggac
ggactcaaca
cttcccagea
ttttaagaaa
cctagaggaa

cgaattgtag

atgeatttag tggatglittt g

<210> 156
<211>21

gatggcaagt
atctteateg
aaggaggagt
ccagagtcag
ggcaagatca
gtgaaagtgce
tttgtggaat
aaacfggg;g
gctaatgagg
actgcagaéa
ttcctggaga

gctttagage

228

tgggcaactt
acagcgacca
gtccagetgt
atgagctaac
agecccactt
tagttgggaa
tctatgeece
agacatacaa
tgéaagccgt
gaacggtcat
gteggtggeea

cagacatgga

caagaaagca

cactgacaac

geggettatt

agctgagaag

gatgagecag

aaactttgaa

ctggtgtgge

ggatcatgaa

caaagtgcac

tgattataat

ggatggtgea

ggaggatgat

840

900

960
1020
1080
1140
1260
1260
1320
1380
1440
1500

1530

19

21
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 156 .
atgeatttat cigpaptgtt g

<210> 157
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 157
cgggececeee ctegagteta tgetecaaga cot

<210> 158
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 158
taccgtegac cicgatcaac aaccactgat toce -

<210> 159
<211>35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 159 o
agttctagag cggecateet atacctgteg tgect

<210> 160
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 160

accgegetgg cggecgcteg tgtigticca ggtaatee

<210> 161
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 161
getagaggac cgtatgtage

229

21

33

35

38

20
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<210> 162
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 162 )
caatgaaacg titcegtagg t

<210> 163
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 163
tgcgaaatcg geccotet

<210> 164
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 164
ceggagtttig cacggetace

<210> 165
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 165
cggtgacgac ttegactagt cgag

<210> 166
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 166

cgetgetgtt gecgtegtea tggete

<210> 167
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador
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15

<400> 167
ggegegttee aattccactc tgotg

<210> 168
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 168

cgacgagtce tctcaccagg aggttg

ES 2 537806 T3
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REIVINDICACIONES
Célula huésped transformada

(i) en la que se han introducido uno o una combinacién de dos o mas de los genes de chaperonas (a) a (c)
a continuacion:

(a) un gen que comprende ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 1;

(b) un gen que se hibrida en condiciones rigurosas con un ADN que consiste en una secuencia de
nucledétidos complementaria al ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO:
1 y que codifica para una proteina que tiene una actividad de aumento de la secrecion de proteinas
foraneas, en la que las condiciones rigurosas comprenden una concentracion de sodio de 15 a 750 mM,
una temperatura de 25°C a 70°C, una concentracion de formamida del 0% al 50%, lavandose el filtro a una
concentracion de sal de sodio de 15 a 600 mM y a una temperatura de 50°C a 70°C tras la hibridacion; y

(c) un gen que consiste en una secuencia de nucledtidos que tiene una homologia de al menos el 90% con
la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 1 y que codifica para una proteina que tiene una
actividad de aumento de la secrecion de proteinas foraneas, en la que la homologia se determina usando
un programa FASTA o BLAST, o

(i) en la que se han introducido uno o una combinaciéon de dos o mas de los genes que codifican para las
proteinas chaperonas (d) a (f) a continuacion:

(d) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2;

(e) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos el
90% con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2 y que tiene una actividad de aumento de
la secrecion de proteinas foraneas, en la que la homologia se determina usando un programa FASTA o
BLAST; y

(f) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 2 mediante delecion, sustitucién y/o adicion de uno a 10 aminoacidos y que tiene
una actividad de aumento de la secrecién de proteinas foraneas.

Célula huésped transformada segun la reivindicacion 1(i), en la que se han introducido adicionalmente uno
0 una combinacion de dos o mas de los genes de chaperonas (iv) a (vi) a continuacion:

(iv) un gen que comprende ADN que consiste en la secuencia de nucleotidos mostrada en SEQ ID NO: 3, 5,
7,9,11613;

(v) un gen que se hibrida en condiciones rigurosas con un ADN que consiste en una secuencia de
nucledétidos complementaria al ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO:
3,5,7,9, 11 6 13 y que codifica para una proteina que tiene una actividad de aumento de la secrecién de
proteinas foraneas, en la que las condiciones rigurosas comprenden una concentracion de sodio de 15 a
750 mM, una temperatura de 25°C a 70°C, una concentracion de formamida del 0% al 50%, lavandose el
filtro a una concentracion de sal de sodio de 15 a 600 mM y a una temperatura de 50°C a 70°C tras la
hibridacion; y

(vi) un gen que consiste en una secuencia de nucleétidos que tiene una homologia de al menos el 90% con
la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 3, 5,7, 9, 11 6 13 y que codifica para una proteina
que tiene una actividad de aumento de la secrecion de proteinas foraneas, en la que la homologia se
determina usando un programa FASTA o BLAST.

Célula huésped transformada segun la reivindicacion 1(ii), en la que se han introducido adicionalmente uno
0 una combinacién de dos o mas de los genes que codifican para las proteinas chaperonas (vii) a (ix) a
continuacion:

(vii) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12 6
14;

(viii) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos el
90% con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12 6 14 y que tiene una
actividad de aumento de la secrecion de proteinas foraneas, en la que la homologia se determina usando
un programa FASTA o BLAST; y
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(ix) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12 6 14 mediante delecion, sustitucion y/o adicién de uno a 10
aminoacidos y que tiene una actividad de aumento de la secrecién de proteinas foraneas.

Célula huésped transformada segun la reivindicacion 1, en la que la célula huésped es una célula eucariota.

Célula huésped transformada segun la reivindicacion 4, en la que la célula eucariota es una célula de
levadura.

Célula huésped transformada segun la reivindicacion 5, en la que la levadura es una levadura asimiladora
de metanol.

Célula huésped transformada segun la reivindicacion 6, en la que la levadura asimiladora de metanol es
Ogataea minuta.

Célula huésped transformada segun la reivindicacién 5, en la que la levadura es Saccharomyces cerevisiae.

Célula huésped transformada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que se ha
introducido un gen que codifica para una proteina diana foranea.

Célula huésped transformada segun la reivindicacion 9, en la que la proteina foranea es una proteina
multimérica.

Célula huésped transformada segun la reivindicacion 10, en la que la proteina multimérica es un
heteromultimero.

Célula huésped transformada segun la reivindicacién 11, en la que el heteromultimero es un anticuerpo.
Célula huésped transformada segun la reivindicacién 9, en la que la proteina foranea es glicosiltransferasa.

Método para producir una proteina que comprende cultivar la célula huésped transformada segun una
cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13 en un medio y tomar una muestra de una proteina diana del
producto de cultivo.

Método para producir una proteina segun la reivindicacion 14, en el que cultivo se lleva a cabo en
condiciones en las que se inhibe la actividad proteina O-manosiltransferasa (PMT).

Método para producir una proteina segun la reivindicacion 15, en el que se inhibe la actividad proteina O-
manosiltransferasa (PMT) con la adicién de un inhibidor de la actividad PMT al medio.

Método para producir una proteina segun la reivindicacion 16, en el que el inhibidor de la actividad PMT es
acido 5-[[3,4-(1-fenilmetoxi)fenil]metilen]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinacético.

Método para producir una proteina segun la reivindicacion 15, en el que se inhibe la actividad proteina O-
manosiltransferasa (PMT) por medio de la destruccion del gen PMT.

Método para producir una proteina segun la reivindicacion 15, en el que se inhibe la actividad proteina O-
manosiltransferasa (PMT) por medio de la destrucciéon del gen PMT y con la adicién de un inhibidor de la
actividad PMT al medio.

Método para producir una proteina segun la reivindicacion 19, en el que el inhibidor de la actividad PMT es
acido 5-[[3,4-(1-fenilmetoxi)fenil]metilen]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinacético.

Método para producir una proteina segin una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, en el que la
destruccion del gen PMT es una destruccion simple del gen PMT5 o el gen PMT6 o una destruccion doble
del gen PMT5 y el gen PMT6.

Cualquiera de los genes de chaperonas (a) a (c) a continuacion de Ogataea minuta:

(a) un gen que comprende ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 1;
(b) un gen que se hibrida en condiciones rigurosas con un ADN que consiste en una secuencia de
nucleétidos complementaria al ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO:
1 y que codifica para una proteina que tiene una actividad de aumento de la secrecion de proteinas

foraneas, en los que las condiciones rigurosas comprenden una concentracion de sodio de 15 a 750 mM,
una temperatura de 25°C a 70°C, una concentracion de formamida del 0% al 50%, lavandose el filtro a una
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concentracion de sal de sodio de 15 a 600 mM y a una temperatura de 50°C a 70°C tras la hibridacion; y

(c) un gen que consiste en una secuencia de nucleétidos que tiene una homologia de al menos el 90% con
la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 1 y que codifica para una proteina que tiene una
actividad de aumento de la secrecion de proteinas foraneas, en los que la homologia se determina usando
un programa FASTA o BLAST,

o]

un gen que codifica para cualquiera de las proteinas chaperonas (d) a (f) a continuacion :

(d) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2;

(e) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos el
90% con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2 y que tiene una actividad de aumento de
la secrecion de proteinas foraneas, en los que la homologia se determina usando un programa FASTA o
BLAST; y

(f) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos

mostrada en SEQ ID NO: 2 mediante delecion, sustitucién y/o adicion de uno a 10 aminoéacidos y que tiene
una actividad de aumento de la secrecién de proteinas foraneas.

234



ES 2 537806 T3

20960deuo §

20G60deuc

0vB0deuc

_ dvg-jedy

_E..___.Eu Jpu1as3 ,A

Ziey POLdSH LOH3

m
e
~
A

24y 'v0LdSH '0¥3 1adwon9do zd

909e0deuo

| B4

235



ES 2 537806 T3

L0LLLdeuo

> Z
0 0 .
w = SOpEIIJPOLW SBUOPOD

uod BOIIAIUIS |QdY
1dvO ddvo
dva-ledy it

|

a
o
l’
M
L

ledy uo Jipuiasg’

ledy

)

LOLE0deu0

g <
= o

O¥3won9do/zd

2 B4

236



ES 2 537806 T3

= ®
a a
X <

Q
R E
g g onaP09007
w N
;—*frl. EcoT22I-Kpnl Escindir con EcoT22I-Kpnl
o - (Sustituir GAPt por PGKt)
PGKt :
T =
E a :
Ir w ,
_ | HindHI-Sall Escindir con Hindlll-Sall
I! i : (Sustituir. GAPp por PGKp)
= Q
E 3
o Ll

el— Kpnl
Apal

PGKp PGK pOU1/Kar2-Ppt

237



ES 2 537806 T3

10011 deuo

cley

%

> s
g 2 3
x 13pd/Lnod
| L0¥3 van Had
dvg-judy _ 4_
ry > » Z 2 m -
: g2 ER
Judy uo9 Jipulas3 = B i =
L]
yidd-ziex/Lnod . i Wd-zex/inod  jyaq dyod
|duyd sopebiq —
= SOoWol soWwalxy — = = w Xz
g 3 llIPuIH B 2m 2 3
o —
3
N

238



Cantidad de produccion de anticuerpo pg/l de caldo
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 13
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Actividad (mU/ml)
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Fig. 15
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Fig. 16
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Fig. 17
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Valor relativo
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Fig. 26
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